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Die seborrhoische Keratose (SK) ist ein sehr häufiger, benigner Hauttumor, der aus der 
Epidermis hervorgeht. Die SK stellt ein sehr interessantes Forschungsobjekt dar, da sie 
multiple onkogene Mutationen aufweist, die auch bei zahlreichen malignen Tumoren anderer 
Organe gefunden werden. Durch die Kenntnis der molekularen Grundlagen dieses benignen 
Hauttumors lassen sich im Vergleich mit malignen epithelialen Tumoren möglicherweise 
wichtige neue Erkenntnisse zur Tumorentstehung ableiten. 
Im Folgenden soll ein aktueller Überblick über die bisherigen klinischen und experimentellen 
Studien zur SK gegeben werden.  
1.1   Die seborrhoische Keratose  
1.1.1   Definition und klinisches Bild 
Die SK, auch synonym als Verrucae seborrhoicae seniles, Alterswarzen, seborrhoische 
Warzen, Basalzellakanthome, Basalzellpapillome oder benigne Akanthokeratosen bezeichnet, 
repräsentieren häufig vorkommende, benigne, epidermale Tumoren der Haut, die der 
Dermatologe oft in seinem Alltag als Nebenbefund beobachten kann (Furue et al 2011, 
Hafner und Vogt 2008, Yeatman et al 1997). Sie zeichnen sich durch eine große 
morphologische Variationsbreite aus (siehe Kapitel 1.1.2). Die SK stellen sich zunächst als 
flache, später als erhabene, glatte, scharf begrenzte, leicht bräunliche bis braun-schwarz 
pigmentierte Hauttumoren mit matter zerklüfteter Oberflächenbeschaffenheit dar (Abbildung 
1 a), 1 b)). Sie wirken wie auf die Haut aufgeklebt und fühlen sich weich und fettig an 
(seborrhoisch = fettig). Die SK erreichen in der Regel einen mittleren Durchmesser von 0,5 – 
1 cm. Sie sind rundliche oder oval geformte Hauttumoren, die einzeln oder multipel 
vorkommen. Zu den Prädilektionsstellen gehören Gesicht, Schläfenregion, Hals, Dekolleté, 
Brust, Oberarme und Rücken. In seltenen Fällen wurden SK auch an den Konjunktiven 
beobachtet (Gulias-Canizo et al 2006, Kim et al 2009). Ein anderer Fallbericht zeigte, dass sie 
sehr selten auch innerhalb des äußeren Gehörganges vorkommen können (Ozbay et al 2012). 
Die Schleimhäute sind meist ausgespart. In höherer Anzahl bilden diese benignen Tumoren 
manchmal typische Verteilungsmuster aus. Die Anordnung kann am Rücken und Abdomen 
ähnlich einen „Christmas tree pattern“ sein (Abbildung 2) (Hafner und Vogt 2008) oder in 
Form von einem „Raindrop pattern“ Rücken, Brust oder Abdomen betreffen (Heffernan und 














Abbildung 1 a) stellt ein typisches klinisches Bild einer pigmentierten SK dar. Charakteristisch sind die ovale 
Form des Hauttumors, die scharfe Abgrenzung zu der Umgebung und die hell-braune homogene Farbe. 
Auflichtmikroskopisch (Abbildung 1 b)) erkennt man zahlreiche unterschiedlich große, runde, hellbraune Spots 
( ), die histologisch Pseudohornzysten entsprechen, sowie die sogenannten pseudofollikulären Öffnungen mit 
gelbbraunen Farbtönen ( ). Die SK zeigt außerdem ein fingerabdruckartiges Muster ( ). Zu erkennen ist die 

















In Abbildung 2 sind multiple SK in Form von einem „Christmas tree pattern“ am Rücken und Abdomen eines 




Abbildung 1: Seborrhoische Keratose: a) Klinisches und b) Dermatoskopisches Bild 







1.1.2   Sonderformen 
Jeder Patient kann neben den oben beschriebenen typischen SK weitere Formen und 
Varianten aufweisen. Morphologisch werden folgende Formen unterschieden:  
1.1.2.1 Melanoakanthom 
Das Melanoakanthom stellt klinisch eine besonders stark pigmentierte SK dar.  
Histologisch erkennt man eine Proliferation von dendritischen Melanozyten sowohl in der 
junktionalen als auch in der oberen Schicht der hyperplastischen Epidermis (Tabelle 3). 
1.1.2.2 Verruca-plana-artige seborrhoische Warze (Keining und Halter 1949) 
Die Verruca-plana-artige seborrhoische Warze ist ein sehr flacher, stärker pigmentierter 
Hauttumor. Sie betrifft vor allem die Handrücken und die Unterarme der älteren Menschen 
mit lichtgeschädigter Haut.  
Histologisch ist ein stark pigmentiertes Basalzelllager mit initialer akanthotischer Sprossung 
der Rete Malphigii erkennbar (Tilgen 2005). 
1.1.2.3 Stukkokeratose (Keratosis alba) 
Bei der Stukkokeratose handelt es sich um eine nur wenige Millimeter große, flache, nicht 
pigmentierte SK mit rauer, weißlicher Oberflächenbeschaffenheit, die meistens die 
sonnenexponierten Areale, wie die Handrücken, die Unterarmstreckseiten, die Unterschenkel, 
die Knöchelregionen und die Fußrücken, betrifft und gelegentlich in höherer Anzahl an der 
Haut vorkommt. Die Stukkokeratose manifestiert sich oft ab dem 40. Lebensjahr. Männer 
scheinen im Vergleich zu Frauen etwa viermal häufiger betroffen zu sein. Die Stukkokeratose 
wirkt wie auf die Hautoberfläche aufgeklebt und lässt sich leicht mit einem scharfen Löffel 
oder einer Ringkürette abtragen, ohne dass eine Blutung entsteht.  
Die Stukkokeratose ist histologisch einer hyperkeratotischen SK sehr ähnlich. 
Charakteristisch für sie ist die papillomatotische Epidermis mit Orthohyperkeratose. 








1.1.2.4 Dermatosis papulosa nigra (Castellani, 1925) 
Die Dermatosis papulosa nigra ist eine Sonderform der SK bei stärker pigmentierten 
Hauttypen. Dieser Hauttumor tritt häufiger bei Frauen auf und kommt familiär gehäuft vor. In 
der Regel steigt die Anzahl der Hautläsionen mit zunehmendem Alter an. Typische 
Prädilektionsstellen sind Gesicht, Hals, Brust und oberer Rücken. Die Dermatosis papulosa 
nigra zeigt keine Rückbildungstendenz. Eine Therapie ist oft nicht notwendig. Patienten 
lassen aus kosmetischen Gründen diese Hautveränderung mittels Kürettage, Laser (Cole et al 
2009) oder Kryotherapie entfernen. 
Die Dermatosis papulosa nigra entspricht histologisch einer akanthotischen SK. Die (Pseudo-) 
Hornzysten kommen etwas weniger häufig vor (Hafner und Vogt 2008).  
1.1.2.5 Leser-Trélat-Zeichen und Leser-Trélat-Syndrom (Trélat, 1890;                         
Leser, 1901) 
Das Leser-Trélat-Zeichen wird als plötzliches Auftreten von multiplen SK definiert, die sich 
größenprogredient zeigen und im Verlauf an Anzahl zunehmen. Dieses Auftreten wird 
meistens von starkem Pruritus begleitet. Das Entstehen der SK dauert im Durchschnitt ca. 15 
Wochen, kann jedoch in einzelnen Fällen von Tagen bis zu einem Jahr variieren (Yaniv et al 
1994). Die beiden Geschlechter sind etwa gleich häufig betroffen. Laut dieser Definition ist 
das Leser-Trélat-Zeichen nicht einem Leser-Trélat-Syndrom gleichbedeutend (Heaphy et al 
2000). Das Zeichen kann sich mit oder ohne ein internes malignes Geschehen auf der Haut 
manifestieren. Im Gegensatz dazu handelt es sich beim Leser-Trélat-Syndrom um eruptive, an 
Größe und Anzahl zunehmende, v.a. im Bereich des Rumpfes lokalisierte SK, die in 
Assoziation mit Adenokarzinomen, insbesondere der Lunge (Ceylan et al 2002, Heaphy et al 
2000), des Magens (Stieler und Plewig 1987) oder des Kolons (Cohn und Classen 1993, Ponti 
et al 2010) sowie der Harnblase (Yaniv et al 1994), der Leber und des Pankreas (Hirano et al 
1993, Lindelof et al 1992, Schwengle et al 1988), aber auch bei Mammakarzinomen (Lynch et 
al 1982, Stieler und Plewig 1987), Lymphomen (Halevy et al 1980, Kaplan und Jegasothy 
1984), Leukämien (Greer et al 1978, Kechijian et al 1979) und Plattenepithelkarzinomen 
(Lindelof et al 1992) vorkommen. Das Leser-Trélat-Syndrom stellt somit ein 
paraneoplastisches Syndrom dar. Das Leser-Trélat-Syndrom kann sich in etwa 35% der Fälle 
auch in Zusammenhang mit Acanthosis nigricans maligna manifestieren (Hafner und Vogt 
2008, Schwartz 1996, Yaniv et al 1994). Viele klinische Fallberichte zeigen eine Häufung im 
zunehmenden Alter, das Leser-Trélat-Syndrom kann aber auch jüngere Menschen betreffen 






prognostisch ungünstiger Marker, da das maligne interne Tumorleiden meist schon 
vorangeschritten ist. Eine Tumorsuche ist in dem Fall erforderlich. Bei vollständiger 
Tumorresektion wird oft eine Rückbildung der SK beobachtet, umgekehrt treten bei 
Tumorrezidiv erneut SK auf (Ponti et al 2010). 
1.1.2.6 Haber-Syndrom (Haber, 1965) 
Unter dem Begriff Haber-Syndrom versteht man eine autosomal-dominante Genodermatose, 
die durch ein rosazea-artiges Gesichtserythem mit intraepidermalen Epitheliomen und 
zahlreichen verruziformen bis bowenoiden Papeln im Achsel- und Leistenbereich 
charakterisiert ist. Diese Papeln entsprechen histologisch SK mit vielen Melanozyten und 
Melanophagen. Bei Patienten mit Haber-Syndrom können hyperkeratotische Herde an Knien 
und Ellenbogen vorhanden sein. Häufig beobachtet man eine Xerosis cutis am ganzen 
Integument. Das Haber-Syndrom kann in jedem Lebensalter, sogar in der Kindheit auftreten 
(Binet et al 1986, Hafner und Vogt 2008, Sanderson und Wilson 1965, Stolz und Ramrath 
2005). 
 
1.1.2.7 Irritierte Verruca seborrhoica 
Die irritierte SK fällt meistens durch eine entzündlich gerötete, schmerzhafte, schuppige 
Plaque an ihrer Oberfläche auf. Sie wird oft durch mechanische Reizung verursacht. 
 
1.2   Epidemiologie 
Trotz ihrer Häufigkeit gibt es bisher keine genaueren statistischen Daten zur Epidemiologie 
der SK. 
Die SK stellt einen weltweit verbreiteten epidermalen Hauttumor dar. Ihre Inzidenz steigt mit 
zunehmendem Lebensalter deutlich an. Die SK können solitär oder multipel auftreten. Es gibt 
keine Geschlechtsprävalenz. Die kaukasische Bevölkerung ist häufiger betroffen als 










1.3   Ätiopathogenese 
Trotz ihrer hohen Inzidenz ist nur wenig über die Ätiologie und Pathogenese der SK bekannt. 
Klinische Fallberichte von Familien mit multiplen SK (Bedi 1977, Rongioletti et al 1988) 
sowie in jüngster Zeit begonnene Genanalysen (Hafner et al 2008) haben gezeigt, dass es sich 
bei den SK um echte Tumoren mit genetischen Alterationen handelt. 
Ein genetischer Mosaizismus als ursächlicher Faktor wird derzeit noch diskutiert (Mabuchi et 
al 2008). 
1.3.1   Ätiologische Faktoren 
Die auslösenden Faktoren für das Auftreten der SK sind bisher noch nicht abschließend 
identifiziert worden. Die bisher bekannten Mechanismen werden im Folgenden vorgestellt. 
1.3.1.1 Höheres Lebensalter 
Viele klinische Studien haben nachgewiesen, dass die Anzahl und die Größe der SK mit 
höherem Lebensalter korrelieren (Hafner und Vogt 2008, Kennedy et al 2003, Memon et al 
2000, Yeatman et al 1997), sie treten jedoch auch bei jüngeren Patienten auf. Eine 
australische Studie beschrieb, dass die Prävalenz der SK bei älteren Menschen höher ist. 
Yeatman et al. (1997) untersuchten 100 australische Patienten, die sich zurzeit der Studie in 
den Altersgruppen zwischen 15-25, 26-50, 51-75 und über 75 Jahre befanden. Die Studie 
demonstrierte, dass SK bei 15- bis 25-jährigen Patienten nur in 12% der Fälle vorhanden 
waren, bei Menschen über 50 Jahre waren sie jedoch in bis zu 100% der Fälle nachweisbar 
(Yeatman et al 1997). Eine britische Studie (Memon et al 2000) zeigte demgegenüber eine 
niedrigere Prävalenz der SK, was mit der Sonnenexposition der teilgenommenen Patienten 
korrelieren kann. Es wurden dabei 968 Patienten verschiedener Altersgruppen körperlich 
untersucht. 54,8% der männlichen und 38% der weiblichen Patienten wiesen mindestens eine 
SK auf. Die Prävalenz stieg mit zunehmendem Lebensalter deutlich an. Die höchste Prävalenz 
der SK zeigte sich bei über 70-Jährigen (ca. 80% bei den Männern und 65% bei den Frauen)  









1.3.1.2 Exzessive Sonnenexposition 
Als anderer eigenständiger Triggerfaktor wird die ultraviolette Strahlung (UVB) angesehen 
(Hafner und Vogt 2008, Kwon et al 2003, Yeatman et al 1997). Die Studie von Kwon et al 
(2003) wies nach, dass es signifikante Unterschiede in der Größe, Farbe und Morphologie der 
SK gibt, wenn man die sonnenexponierten mit den nicht-sonnenexponierten Körperarealen 
vergleicht. In diese klinische Studie wurden 303 Patienten verschiedener Altersgruppen 
eingeschlossen. Die SK zeichneten sich durch eine schnellere Wachstumstendenz mit 
steigender kumulativer UV-Belastung im zunehmenden Lebensalter aus. Im Gegensatz zu den 
SK auf den nicht-lichtexponierten Körperarealen zeigten die SK auf den chronisch 
sonnenexponierten Körperstellen bei 40-Jährigen eine 5,7-fach erhöhte Wachstumstendenz, 
sie war bei 50-Jährigen 11,2-fach und bei 60-Jährigen 18,3-fach erhöht. Auf 
sonnenexponierter Haut traten die SK in Form von kleinen, flachen, multiplen Hauttumoren 
auf. Die bedeckten Körperareale charakterisierten sich dagegen durch solitär liegende, große 
SK mit verruköser Oberfläche. Interessanterweise zeigten Kwon et al, dass die 
Lichtbestrahlung die Morphologie der SK ändern kann. Die Sonnenexposition führt zur 
Stimulation der Pigmentproduktion und zum Transfer des Melanins aus den Melanozyten. Die 
SK erscheinen in dunkleren Farbtönen im Vergleich zu den an den bedeckten Körperpartien 
vorkommenden SK. Die oben genannte Studie demonstrierte, dass Patienten mit kumulativer 
UV-Belastung über 6 Stunden pro Tag ein 2,3-fach erhöhtes Risiko für das Auftreten von SK 
im Vergleich zu Patienten mit kumulativer UV-Belastung von weniger als 3 Stunden pro Tag 
haben (Kwon et al 2003). Yeatman et al (1997) beobachteten in ihrem australischen Kollektiv 
ein gehäuftes Auftreten von SK bei steigender kumulativer UV-Belastung, allerdings lag die 
Prävalenz der SK an den sonnenexponierten Körperarealen etwas niedriger. Auch hier konnte 
man eine deutliche Korrelation zwischen Alter, Sonnenexposition und Entstehen von SK 
nachweisen (Yeatman et al 1997). Demgegenüber zeigte die niederländische 
Fallkontrollstudie von Kennedy et al (2003), dass die Inzidenz der SK weder mit den 
schmerzhaften Sonnenbränden in der Vorgeschichte der Patienten noch mit der kumulativen 
Sonnenexposition assoziiert ist (Kennedy et al 2003). Die Rolle der kumulativen UV-
Belastung bei den SK wird weiterhin kontrovers diskutiert. 
1.3.1.3 Genetische Prädisposition 
Die genetische Prädisposition stellt vermutlich einen wichtigen Risikofaktor in der Genese der 






wie den SK und familiärer Disposition. T.R. Bedi (1977) beschrieb einen Fall einer 32-
jährigen Patientin mit multiplen, asymptomatischen, pigmentierten Hautläsionen am ganzen 
Integument. Die Histologie entsprach der einer SK. Die Patientin berichtete, dass sie diese 
Hautveränderungen seit ihrer Geburt habe. Ähnliche Hauttumoren wiesen viele von ihren 
Familienangehörigen ebenfalls von Geburt an auf (Bedi 1977). Im Laufe der nächsten Jahre 
wurden weitere klinische Fallberichte veröffentlicht, die eine genetische Prädisposition für die 
Entstehung der SK implizieren. Sie beschrieben ein gehäuftes Auftreten von SK über 
Generationen, manchmal bereits in ungewöhnlich jungem Alter. Es wurde ein autosomal 
dominanter Erbgang vermutet (Hafner und Vogt 2008, Hafner et al 2008, Rongioletti et al 
1988). Wie die genetische Prädisposition mit den SK korreliert, bleibt noch offen. Hier sind 
weitere Studien notwendig. 
Aus diesen Daten ergibt sich jedoch das Bild einer polygenetischen, multifaktoriellen 
erblichen Disposition. 
1.3.1.4 Weitere Triggerfaktoren 
Neben den bereits genannten Triggerfaktoren werden vor allem Viren (Gushi et al 2003, Li et 
al 2004, Zhao et al 1989), Bakterien, Allergene, aber auch Drogen, Medikamente, 
Vitaminmangel (Lu'o'ng und Nguyen 2013), Nahrungsmittel, Vakzine sowie Belastung, 
Stress, Klimawechsel und hormonelle Umstellungsphasen, wie z.B. Schwangerschaft, als 
auslösende Faktoren in Betracht gezogen (Miller und Cooper 2007). Die Frage, ob diese 
Faktoren eine Rolle in der Pathogenese der SK spielen, bleibt noch offen. Weitere 
Untersuchungen müssen hier Klarheit schaffen. 
 
1.3.2   Molekulare Pathogenese 
Aus experimentellen Untersuchungen konnte man in den letzten Jahren einige interessante 
Erkenntnisse auf dem Gebiet der Molekulargenetik gewinnen. 
Eine französische Studie untersuchte zum ersten Mal die Rolle der onkogenen Mutationen des 
FGFR3-Gens in der Epidermis (Logie et al 2005). Das FGFR3-Gen ist auf dem Chromosom 4 
(4p16.3) lokalisiert (Thompson et al 1991) und kodiert für den FGF-Rezeptor 3. Der 
membranständige Tyrosinkinase-Rezeptor gehört zu der Familie der FGF-Rezeptoren. Er 
wird aktiviert, wenn ein Ligand gebunden hat. Seine Aktivierung ist für zahlreiche Prozesse in 
der Zelle wie Zellwachstum, Zelldifferenzierung, Zellmigration u.a. mitverantwortlich. Er 






Tumorigenese von vielen verschiedenen Geweben (Johnson und Williams 1993, Schlessinger 
2000). Spezifische ligandunabhängige Rezeptor-aktivierende Keimbahn-Mutationen 
innerhalb des FGFR3-Gens wurden in früheren Studien in einer Reihe von autosomal 
dominant vererbbaren humanen skelettalen Dysplasiesyndromen und Kraniosynostosen, wie 
z.B. der thanatophorischen Dysplasie, der Achondroplasie, des SADDAN- („Severe 
Achondroplasia with Developmental Delay and Acanthosis Nigricans“-) Syndroms und des 
Pfeiffer-, Apert- und Crouzon-Syndroms demonstriert (Naski et al 1996, Ornitz und Marie 
2002, Robertson et al 2000, Tavormina et al 1995, Tavormina et al 1999, Vajo et al 2000). 
Diese schwerwiegenden Skelettfehlbildungen werden oft von einer Acanthosis nigricans der 
Haut begleitet, die histologisch einer SK sehr ähnlich ist. Das gehäufte Auftreten dieser 
Hautveränderung ließ vermuten, dass FGFR3 auch hier eine wichtige Rolle in der 
Pathogenese spielen kann. Somatische Gain-of-function-FGFR3-Mutationen fanden sich 
weiterhin in einer Reihe von benignen und malignen Tumoren: Harnblasentumoren, multiples 
Myelom (Chesi et al 1997, Chesi et al 2001), Zervix-, Ovarialkarzinom (Billerey et al 2001, 
Cappellen et al 1999), epidermaler Naevus (Hafner et al 2006b, Hafner et al 2006c, Hafner et 
al 2007c, Toll und Real 2008). Interessanterweise gelang der französischen Arbeitsgruppe, 
einen mutierten Keratin-5-Promotor in der basalen Epidermis von transgenen Mäusen zu 
exprimieren. Die Mäuse entwickelten Hautläsionen ohne malignes Potential, die den humanen 
SK ähnlich waren. Basierend auf diesen Ergebnissen analysierten Logie et al (2005) die Rolle 
der onkogenen Mutationen in den Exons 7, 10 und 15 des FGFR3-Gens in 62 humanen SK. 
Die Exons enthielten die häufigsten onkogenen FGFR3-Mutationen, die in den oben 
genannten Skelettfehlbildungen und Tumoren gefunden worden sind. In 24 von 62 SK-Proben 
(39 %) wurden die FGFR3-Punktmutationen R248C, S249C, G372C, S373C, Y375C, K652E 
und K652M demonstriert. Die Vermutung, dass diese Punktmutationen eine 
ligandunabhängige Aktivierung der Signalwege in den Keratinozyten der SK bewirken, führte 
zu einer weiteren experimentellen Studie, die den genaueren Einfluss der FGFR3-
Punktmutation R248C auf die Zelleigenschaften und Bewegung der Keratinozyten 
untersuchte (Hafner et al 2010a). Sie verglich das Verhalten von Keratinozyten mit der 
FGFR3-Punktmutation mit dem von FGFR3-Wildtyp Keratinozyten. Die Arbeitsgruppe von 
Hafner et al (2010) wies nach, dass die Punktmutation R248C eine höhere Zelldichte, eine 
verminderte Apoptoserate sowie eine niedrigere Affinität der Keratinozyten zu Fibronektin, 
jedoch keine Migrationsfähigkeit verursacht. Weitere Studien (Hafner et al 2010b, 
Hallermann et al 2004) bewiesen weiterhin, dass die SK ihre genetische Stabilität trotz des 






onkogene FGFR3-Mutationen bei ihrer funktionellen Auswirkung und Aktivierung der 
zellulären Signaltransduktionswege jedoch gewebespezifisch sind (L'Hote und Knowles 
2005). 
Diese Ergebnisse haben das Interesse von weiteren Forschungsgruppen auf diesem Gebiet 
erweckt. Hafner et al untersuchten weitere onkogene Mutationen innerhalb des FGFR3-Gens 
bei den SK (Hafner et al 2007d), die unter den malignen Tumoren vor allem bei den 
oberflächlichen papillären malignen Harnblasenkarzinomen identifiziert wurden. Auch die 
Rolle des PIK3CA-Gens (catalytic p110-alpha subunit of class 1 phosphatidylinositol 3-
kinase) wurde untersucht (Eswarakumar et al 2005, Lopez-Knowles et al 2006, Schlessinger 
2004). Die Arbeitsgruppe konzentrierte sich auf die Exons 9 und 20 innerhalb des PIK3CA-
Gens und auf die Exons 7, 10 und 15 des FGFR3-Gens. Sie schloss in ihre Studie 62 Proben 
von SK sowie 33 Proben von epidermalen Naevi ein. 16% der histologisch gesicherten SK 
wiesen Punktmutationen (E542K, E545K und H1047R) im PIK3CA-Gen auf. Onkogene 
Mutationen im FGFR3-Gen wurden in 31% der untersuchten SK nachgewiesen; drei SK 
zeigten gleichzeitig Aberrationen in PIK3CA und FGFR3. Interessanterweise lagen diese 
Mutationen innerhalb der helikalen Domäne des PIK3CA-Gens. Die onkogenen Mutationen, 
die bei den malignen Tumoren gefunden worden sind, befanden sich jedoch in der Kinase-
Domäne. 
Ein wichtiger Durchbruch gelang in einer weiteren experimentellen Studie von Hafner et al 
(Hafner et al 2010b). Sie untersuchte onkogene Mutationen innerhalb der FGFR3-, PIK3CA-, 
KRAS-, HRAS-, EGFR-, AKT1-, TSC1-, PTPN11- und PTEN-Gene bei 175 SK. Diese Gene 
nehmen an der Aktivierung der FGFR3-RAS-MAPK- sowie PI3K-AKT-mTOR-
Signaltransduktionswege teil und wurden bei einer Vielfalt von malignen humanen Tumoren 
nachgewiesen (http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/). In ca. 89% der Proben 
fanden sich multiple onkogene Mutationen, die in den FGFR3-, PIK3CA-, KRAS-, HRAS- und 
EGFR-Genen lagen. Sie sind in Tabelle 1 aufgelistet und in Abbildung 3 schematisch 
dargestellt. Einige der SK wiesen gleichzeitig zwei onkogene Mutationen auf. Die häufigsten 
Mutationen bei den SK befanden sich im Bereich des FGFR3-Gens (Hafner et al 2006a, 
Hafner et al 2006c, Hafner et al 2007a, Hafner et al 2007b, Hafner et al 2007c, Hafner et al 
2008, Hafner et al 2010a, Hafner et al 2010b). Im Gegensatz zu anderen Tumoren, die diese 
Mutationen aufwiesen, zeigte diese Studie keine Induktion von Seneszenz und keinen DNA-








Gen Mutation Häufigkeit der Mutation in den untersuchten SK-Proben 
FGFR3 Insg. 124/175 (71%) 
 K652M 39/175 (22%) 
 R248C 31/175 (18%) 
 K652E 17/175 (10%) 
 Y375C 12/175 (7%) 
 G372C 10/175 (6%) 
 S249C 9/175 (5%) 
 S373C 5/175 (3%) 
 A393E 3/175 (2%) 
PIK3CA Insg. 80/159 (50%) 
 E542K 51/159 (32%) 
 E545K 24/159 (15%) 
 H1047L 2/159 (1%) 
 H1047R 2/159 (1%) 
 N345K 1/159 (1%) 
AKT1 Insg. 3/173 (2%)  
 E17K 3/173 (2%) 
 G16G 2/173 (1%) 
HRAS Insg. 5/160 (3%) 
 G12D 4/160 (3%) 
 Q61K 1/160 (1%) 
KRAS Insg. 12/59 (20%) 
 G12D 7/59 (12%) 
 G12V 3/59 (5%) 
 G12C 2/59 (3%) 
EGFR Insg. 1/14 (7%) 
 R108K 1/14 (7%) 
PTPN11 Insg. 0/144 (0%) 
TSC1 Insg. 1/128 (1%) 
 D510H 1/128 (1%) 
PTEN Insg. 0/30 (0%) 
 
Tabelle 1: Überblick der Mutationen innerhalb der FGFR3-, PIK3CA-, AKT1-, HRAS-, KRAS-, EGFR-, 










Wie oben beschrieben, zeigte die Studie von Hafner et al (2010), dass in ca. 89% der SK 
onkogene Mutationen vorhanden sind. Der Mutationsstatus der restlichen 11% der SK blieb 
ungewiss (Hafner et al 2010b). Basierend auf diesen Überlegungen haben wir uns in der 
vorliegenden Arbeit auf Gene konzentriert, die möglicherweise ein neues Spektrum von 
Mutationen bei den SK eröffnen könnten. EGFR-, RAS-, PIK3R1- und FGFR2-Gene stellten 
solche Genkandidaten dar. Onkogene EGFR-, HRAS- und KRAS-Mutationen wurden schon in 
früheren Studien beschrieben, diese wurden jedoch nur bei einer begrenzten Anzahl von SK 
mittels des OncoCarta Panel v1.0 demonstriert (Hafner et al 2010b). 
1.3.2.1 Biochemische Eigenschaften und Funktion des EGFR-Gens 
Der EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), auch synonym als ErbB, HER1, mENA, 
ErbB1, PIG61 bezeichnet, ist ein Transmembranrezeptor mit intrinsischer Tyrosinkinase-
Aktivität. Er kommt in multiplen epithelialen Zellen vor. Durch Aktivierung leitet der EGF-
Rezeptor extrazelluläre Signale von der Zelloberfläche in das Zellinnere weiter (Abbildung 
4). Er kontrolliert eine Vielzahl an Proteinen, die zahlreiche Enzyme aktivieren. Diese steuern 
weiterhin die Interaktion zwischen den Molekülen. Die Aktivierung des Rezeptors erfolgt 
durch Andocken eines spezifischen Liganden wie z.B. des epidermalen Wachstumsfaktors 
(EGF) an der extrazellulären Domäne des Proteins. Dadurch kommt es zur 
Rezeptordimerisierung sowie zur konstitutiven Autophosphorylierung der EGFR-
Tyrosinkinase, was in einer erhöhten Zellproliferation, -differenzierung, -migration und 
verminderter Apoptose resultiert (Schlessinger 2004, Tapia et al 2009). Durch negative 
Rückkopplungsmechanismen wird die aktivierte Form des EGFR in normalen Zellen wieder 
schnell inaktiviert. Eine Überexpression dieses Rezeptors sowie eine dauerhafte Aktivierung 
der Tyrosinkinase z.B. durch onkogene Mutationen können zu Änderungen des 
Gleichgewichts der zellulären Prozesse führen, die eine maligne Zelltransformation 
begünstigen können (Pines et al 2010).  
Viele experimentelle Studien demonstrierten, dass Mutationen innerhalb des EGFR-Gens in 
die Entwicklung und Progression von multiplen humanen Tumoren wie z.B. dem 
Mammakarzinom (Teng et al 2011), dem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (Kato et al 
2010, Tapia et al 2009), dem Glioblastom (Lee et al 2006), dem kolorektalen Karzinom 
(Lankiewicz et al 2008), dem hepatozellulären Karzinom (Wang et al 2009), dem 
Prostatakarzinom (Peraldo-Neia et al 2011), dem anaplastischen Schilddrüsenkarzinom (Lee 
et al 2007) und anderen Neoplasien (http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/) 






stellen die Missense-Punktmutationen mit 48,9% die häufigsten genetischen Alterationen 
innerhalb des EGFR-Gens dar, gefolgt von in-frame-Deletionen (40%) und Komplex-
Mutationen (6,5%). Die Nukleotid-Veränderungen sind v.a. innerhalb der Exons 3, 18, 19, 20 
und 21 lokalisiert. Bei den SK der vorliegenden Arbeit analysierten wir daher mögliche 
Mutationen im Bereich der Exons 3, 18, 19 und 21 des EGFR-Gens.  
1.3.2.2 Biochemische Eigenschaften und Funktion der RAS-Genfamilie 
Die RAS-Gene sind gut erforschte Tumor-assoziierte Proto-Onkogene, die durch ihre 
Aktivierung eine entscheidende Rolle in den RAS/MAPK- (Mitogen activated protein kinase) 
Signaltransduktionswegen spielen. Dadurch kontrollieren sie signifikante Zellprozesse wie 
Zellproliferation, -differenzierung, Aufbau des Zytoskeletts, Zellmigration, Exo- und 
Endozytose sowie Apoptose (Barbacid 1987, Malumbres und Barbacid 2003). Die RAS-
Genfamilie wird durch ihre drei Hauptvertreter HRAS [Harvey-RAS, (Harvey 1964)], KRAS 
[Kirsten-RAS, (Kirsten und Mayer 1967)] und NRAS [im humanen Neuroblastom 
identifiziert, (Shimizu et al 1983)] gekennzeichnet, die für die an der Innenseite der 
Zellmembran liegenden RAS-Proteine (HRAS, NRAS und KRAS) kodieren. Sie binden an 
Guanin-Nukleotide und besitzen eine intrinsische GTPase-Aktivität. Durch Bindung von 
spezifischen Liganden an die membranständigen Wachstumsfaktoren-Rezeptoren (z.B. 
EGFR, FGFR) wird eine Signalkaskade in der Zelle ausgelöst (Abbildung 4), die dazu führt, 
dass die RAS-Proteine von ihrer GDP-bindenden Form in ihre aktive GTP-Form überführt 
werden. Diese Umwandlung ermöglicht das Weiterleiten von Signalen in das Zellinnere. Eine 
vollständige Inaktivierung von RAS wird durch Rückkopplungsmechanismen, also durch 
verstärkende Adaptermoleküle (GTPase aktivierende Proteine; GAP), ermöglicht. Onkogene 
Mutationen innerhalb der RAS-Genfamilie können durch Überexpression oder sogar durch 
funktionelle langfristige Aktivierung der RAS-Proteine an der Entwicklung und Progression 
von multiplen humanen Tumoren beteiligt sein. Onkogene HRAS-, KRAS- sowie NRAS-
Mutationen führen häufig zu erhöhter Mitogenesis (Caldas und Kern 1995, Chen et al 2011, 
Kim et al 2000, Kompier et al 2010, Krypuy et al 2006, Milasin et al 1993, Newell et al 
2009). Basierend auf diesen Überlegungen wurden zahlreiche experimentelle Studien 
durchgeführt. Zu den am häufigsten identifizierten Mutationen gehören die Substitution-
Missense-Mutationen mit 98,9% innerhalb des HRAS-Gens, 99,8% innerhalb des KRAS-Gens 
und mit 99,5% aller Mutationen, die bei dem NRAS-Gen beschrieben wurden (Cosmic 
Database). Die onkogenen Mutationen liegen in den Codons 12, 13 und 61 des jeweiligen 






des Pankreas (Caldas und Kern 1995), Magenkarzinom (Chen et al 2011), Kolonkarzinom, 
Gallenblasenkarzinom (Kim et al 2000), nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (Krypuy et al 
2006), hepatozellulären Karzinom (Newell et al 2009), Harnblasenkarzinom (Kompier et al 
2010), Basalzellkarzinom, spinozellulären Karzinom (Daya-Grosjean et al 1993) und anderen 
Neoplasien demonstriert. Jedoch nur wenige Studien haben onkogene Mutationen im Bereich 
der RAS-Genfamilie bei benignen humanen Tumoren erforscht. Onkogene Mutationen 
wurden bei den Spitz Naevi, den atypischen spitzoiden Tumoren (Da Forno et al 2009, Indsto 
et al 2007, van Engen-van Grunsven et al 2010), dem Keratoakanthom (Corominas et al 1989) 
und beim Naevus sebaceus (Groesser et al 2012b) identifiziert. Derzeit sind fünf verschiedene 
RAS-Mutationen (HRAS G12D, HRAS Q61K, KRAS G12D, KRAS G12V und KRAS G12C) 
bei den SK nachgewiesen (Hafner et al 2010b).  
1.3.2.3 Biochemische Eigenschaften und Funktion des PIK3R1-Gens 
Die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) ist aus zwei Untereinheiten zusammengesetzt: die 
PIK3CA-Untereinheit kodiert für die katalytische Untereinheit p110, die PIK3R1-Untereinheit 
für die regulatorische Untereinheit p85α der Klasse-1-Phosphatidylinositol-3-Kinase. PI3K ist 
an einer Vielzahl von zellulären Schlüsselfunktionen wie dem Zellwachstum, dem Überleben, 
der Zellproliferation, der Proteinsynthese, der Migration, der Zelldifferenzierung, der 
Zelladhäsion, der Mitose und der Apoptose beteiligt (Roymans und Slegers 2001). Frühere 
Studien haben gezeigt, dass onkogene PIK3CA-Mutationen in bis zu 50% der SK vorkommen 
(Hafner et al 2007d, Hafner et al 2010b). Onkogene Gain-of-function-PIK3R1-Mutationen 
wurden in verschiedenen malignen Tumoren, wie dem Urothelkarzinom (Sjodahl et al 2011), 
dem Ovarialkarzinom, dem Kolonkarzinom (Philp et al 2001), dem Glioblastom (Network 
2008) u.a. demonstriert. PIK3R1 wurde jedoch noch nicht bei der SK erforscht. 
1.3.2.4 Biochemische Eigenschaften und Funktion des FGFR2-Gens 
Da 65% der molekularen Struktur vom FGFR2 (auch als Keratinozyten Wachstumsfaktor 
Rezeptor, KGFR bezeichnet) der vom FGFR3 homolog ist (Zhang et al 1999), beschäftigte 
sich die vorliegende Arbeit auch mit der Suche nach onkogenen Mutationen in den Exons 7, 
9, 12 und 14 des FGFR2-Gens. Diese entsprechen den Exons 7, 10 und 15 des FGFR3-Gens, 
in denen multiple Mutationen bei den SK durch frühere Studien nachgewiesen worden sind 
(Hafner et al 2006a, Hafner et al 2006c, Hafner et al 2007a, Hafner et al 2007b, Hafner et al 






FGFR2 setzt sich aus mindestens 22 Exons und 21 Introns zusammen (Ingersoll et al 2001). 
FGFR2 stellt somit das Gen mit der größten genomischen Struktur in der FGFR-Genfamilie 
(FGFR1-FGFR4) dar. Es ist auf Chromosom 10 lokalisiert und kodiert für einen 
membranständigen Rezeptor (FGFR2). Der FGFR2 besteht aus einer extrazellulären, 
liganden-bindenden Domäne, einer Transmembrandomäne zur Plasmamembranlokalisation 
bzw. -verankerung und einer zytoplasmatischen Domäne, die Kinaseaktivität besitzt. Die 
extrazelluläre liganden-bindende Domäne setzt sich aus drei Immunglobulin (Ig)-like-
Domänen (D1-D3) zusammen. Bei Aktivierung durch Bindung von FGFs, Heparin oder 
Heparan Sulfat Proteoglycan (HSPG) dimerisiert der FGFR2 an seiner extrazellulären 
Domäne, dadurch aktiviert er durch Phosphorylierung intrazellulär die Proteine ShC, 
Phospholipase-Cγ, STAT1, Gab1 und FRS2α (Abbildung 4). Die andockenden Proteine 
FRS2α und FRS2β regulieren weiterhin die RAS-MAPK- und PI3K-AKT-
Signaltransdunktionswege (Eswarakumar et al 2005). Auf diese Weise kontrolliert FGFR2 
wichtige Zellfunktionen wie Zellproliferation, -differenzierung, -migration und -überleben 
(Belleudi et al 2011, Eswarakumar et al 2005, Schlessinger 2004). 
Rückkopplungsmechanismen inaktivieren den Rezeptor. 
Ähnlich wie bei FGFR3 wurden verschiedene FGFR2-Isoformen beschrieben. Sie entstehen 
durch alternatives Spleißen des FGFR2-Transkripts. Die C-terminal exprimierten Exons 8 und 
9 des FGFR2-Gens kodieren für die Hälfte der IgIII-like Domäne und können innerhalb des 
Gens unterschiedlich verknüpft werden (Eswarakumar et al 2005). Es bilden sich zwei 
Isoformen: die FGFR2 IIIb- und die FGFR2 IIIc-Isoform. Die FGFR2 IIIb-Isoform wird vor 
allem im epithelialen Gewebe exprimiert und hat eine typische Affinität zu FGF (Fibroblast 
Wachstumsfaktor) -1, -3, -7, -10 und -22. Die FGFR2 IIIc-Isoform wird dagegen im 
mesenchymalen Gewebe exprimiert. Sie zeigt eine spezifische Affinität zu FGF-1, -2, -4, -6, -
9, -17 und -18 (Eswarakumar et al 2005). Die in dieser Studie verwendeten Codons von 
FGFR2 wurden nach dem offenen Leseraster (engl. „open reading frame“) der FGFR2 IIIb-
Isoform nummeriert. FGFR2-Mutationen wurden in einer Vielzahl von malignen Tumoren 
demonstriert: Endometriumkarzinom, Zervixkarzinom (Dutt et al 2008, Pollock et al 2007), 
Lungenkarzinom (Dutt et al 2008, Marks et al 2007), Magen-, Kolonkarzinom (Jang et al 
2001) und malignes Melanom (Gartside et al 2009). Sie wurden auch bei Patienten mit 
Kraniosynostose-Syndromen wie Crouzon- (de Ravel et al 2005, Gorry et al 1995, Rutland et 
al 1995), Jackson-Weiss- (Jabs et al 1994, Park et al 1995), Pfeiffer- (Meyers et al 1996, 
Rutland et al 1995), Apert- (Wilkie et al 1995) und Beare-Stevenson-Syndrom (Passos-Bueno 






Mutationen wurden vor allem in der extrazellulären Region nachgewiesen, die zum Andocken 




Abbildung 4: Signaltransduktionswege der EGF- und FGF-Rezeptoren nach Schlessinger (Schlessinger 
2004) 
 
Abbildung 4 gibt einen Überblick über die Signaltransduktionswege, die die EGF- und FGF-Rezeptoren in der 
Zelle steuern. Die schwarzen Pfeilen stellen die stimulierenden, die roten die inhibierenden 
Signaltransduktionswege dar. 
 
Die bisherigen Studien lieferten signifikante Informationen über die SK auf molekularer 
Ebene. Die Frage, wieso diese Hauttumoren trotz des Vorhandenseins von onkogenen 
Mutationen nicht entarten, bleibt jedoch noch offen. 
 
1.4   Diagnostik 
Die Diagnostik der SK erfolgt in der Regel klinisch durch Inspektion und Dermatoskopie, im 
Zweifelsfall durch die Histopathologie. Sie ergibt sich aus dem typischen klinischen Aspekt, 
aus der Lokalisation sowie aus dem klinischen Verlauf der Hauttumoren.  
1.4.1   Inspektion 
Bei der Inspektion fallen die ersten typischen Kriterien der SK auf: sie sind fettig und fühlen 
sich weich an. Ihre Oberfläche ist zerklüftet und von Hornperlen durchgesetzt (Abbildung 1 
a)). Sie sind breitbasig aufsitzende, flache oder erhabene, scharf abgegrenzte, hell- bis 
dunkelbraun pigmentierte, epidermale Hauttumoren. Häufig liegen sie an den chronisch 






Auflichtmikroskopisch sind sowohl Primär- als auch Sekundärkriterien bei den SK erkennbar 





Primärkriterien  multiple Pseudohornzysten  
 comedoartige pseudofollikuläre Öffnungen 
 Gyrus- und Sulcus-Muster 
 fingerabdruckartige Struktur 
 mottenfraßartige Begrenzung 
 Gelee-Zeichen 







 baumartig verzweigte Gefäße unterschiedlichen 
Durchmessers 
 großflächige weißlich-gelbliche Areale 
 opake gelbbraune bis graubraune Farbtöne 
 traubenartige Muster bei flachen SK 
 vereinzelt vorkommende echte verzweigte 
Streifen 
 evtl. Schollen, Punkte, anuläre Strukturen 
 
 
Tabelle 2: Auflichtmikroskopische differentialdiagnostische Kriterien der seborrhoischen Keratose 
 
Unter dem Begriff Primärkriterien versteht man Merkmale, deren Nachweis beweisend für die Diagnose ist. Sind 
die Primärkriterien nur diskret vorhanden, können die Sekundärkriterien hilfreich sein. Bei den 
Sekundärkriterien handelt es sich um Merkmale, die bei der Diagnosestellung wichtig sind, aber nicht eindeutig 
einer bestimmten Hautveränderung zuzuordnen sind (Stolz et al 2004b, Stolz 2005). 
 
1.4.2   Histopathologie 
Die histopathologische Untersuchung einer SK zeigt oft Akanthose, verursacht durch 
Proliferation von squamösen und basaloiden Zellen, begleitet von Hyperkeratose und 
Hornzysten in der Epidermis. Die SK ist zumeist durch ein exophytisches Wachstum 
charakterisiert, man kann aber auch eine endophytische Wachstumstendenz beobachten. Es 
kommen keine Kern- oder Zellatypien vor. Histologisch werden folgende Formen und 
Varianten der SK unterschieden (Tabelle 3) (Hafner und Vogt 2008, Mishima und Pinkus 













1.  Akanthotische seborrhoische 
Keratose 
häufigster histologischer Subtyp; oft 
exophytischer Tumor mit flacher Basis und 
stark ausgeprägter, breiter Akanthose von 
basaloiden Zellen der Epidermis; gleichmäßiger 
epidermaler Zellrasen; Papillomatose; 
Hyperkeratose; vermehrtes Vorkommen von 
Melanozyten; Hyperpigmentierung möglich; 
Ausbildung von multiplen Horn- und Pseudo-
hornzysten; geringe Oberflächenverhornung. 
 
2.  Hyperkeratotische seborrhoische 
Keratose 
ausgeprägte papillomatöse Epithelproliferation 
und mächtige Orthohyperkeratose mit 
kirchturmartigen zipfligen Ausziehungen des 
akanthotischen und hyperkeratotischen 
Plattenepithels; spärlich gebildete Akanthose; 
Pseudohornzysten vorhanden.  
 
3.  Adenoide seborrhoische Keratose netzige Akanthose bei mäßiger oder geringer 
Hyperkeratose und Papillomatose; vernetzte 
Epithelstränge in der Dermis; basaloide 
Zelldifferenzierung; Hyperpigmentierung des 
Tumorparenchyms mit Akzentuierung der 
dermoepidermalen Junktionszone möglich; oft 
lympho-histiozytäres Infiltrat in der Dermis; 
selten Horn- und Pseudohornzysten vorhanden. 
 
4.  Klonale seborrhoische Keratose hyperplastische Epidermis mit umschriebenen 
Epithelnestern aus basaloiden oder blassen 
größeren Zellen (Borst-Jadassohn-Phänomen). 
 
5.  Bowenoide seborrhoische Keratose intraepidermale Zellatypien, v.a. an den 
sonnenexponierten Körperarealen. 
 
6.  Irritierte seborrhoische Keratose akanthotische Verbreiterung der Epidermis; 
ausgeprägtes bandförmiges Entzündungs-
infiltrat; „squamous eddies“ (umschriebene 
Wirbelbildungen von eosinophilen 
Plattenepithelzellen).  
 
7.  Melanoakanthom sehr stark pigmentierte, langsam wachsende 
akanthotische SK; vermehrtes Vorkommen von 











1.5   Differentialdiagnose 
Gelegentlich sind die SK aufgrund ihrer Form, unterschiedlichen Ausprägung von Größe, 
Tiefenausdehnung und Farbe sowie ihren sekundären Veränderungen wie Nässen, Erosion, 
Ulzeration oder Krustenauflagerung klinisch schwer von anderen gut- oder bösartigen 
Hauttumoren zu unterscheiden (Abbildung 5). Aufgrund dieser morphologischen Vielfalt 
erfordern einige Sonderformen die histopathologische Untersuchung zur klaren 
Differenzierung. 
In der initialen Entwicklungsphase kann die Unterscheidung von einer SK (Abbildung 5) und 
einem dermalen melanozytären Naevus schwierig sein. Die Dermatoskopie sollte in allen 
Zweifelsfällen angewandt werden. Eine hypopigmentierte verruköse SK kann anfänglich 
klinisch einer Verruca vulgaris oder einer Verruca plana sehr ähnlich sein. Eine flache 
hyperpigmentierte SK auf sonnengeschädigter Haut ist von einer Lentigo senilis 
(Altersfecken) abzugrenzen. Differentialdiagnostisch müssen besonders eine invertierte 
follikuläre Keratose oder ein Klarzellakanthom bedacht werden. An den lichtexponierten 
Hautarealen ist der Morbus Bowen als Differentialdiagnose weiterhin zu erwägen. Kommt 
eine SK im Bereich der Brustwarze oder des Warzenhofes vor, ist sie oft schwer vom Morbus 
Paget unterscheidbar. Ebenso abzugrenzen ist die SK in ihrem flachen Entwicklungsstadium 
von dem initialen verrukösen oder polypoiden superfiziell spreitenden malignen Melanom 
sowie von der Lentigo maligna. Bei Irritationen oder Vorhandensein von 
Krustenauflagerungen können die SK klinisch einem (pigmentierten) Basalzellkarzinom 
ähnlich sein. Eine hyperkeratotische SK kann manchmal von einer aktinischen Keratose sehr 











Abbildung 5. Dermatoskopisches Bild einer pigmentierten seborrhoischen Keratose 
 
Bei dermatoskopischer Betrachtung sind die typischen weißlich-gelblichen (Pseudo-)Hornzysten ( ), die in 
gelbbraunen bis graubraunen opaken Farbtönen erscheinenden pseudofollikulären Öffnungen ( ) sowie die 
zahlreichen hyperkeratotischen Areale ( ) sichtbar, welche die SK kennzeichnen (Stolz et al 2004a). In der 
Peripherie sind eine fingerabdruckartige Struktur sowie eine mottenfraßartige Begrenzung ( ) zu erkennen. Die 
Hauttumoren sind scharf begrenzt; es besteht eine Symmetrie bzgl. Farbe, Struktur und Farbton. Pigmentnetz, 
aggregierte Schollen und verzweigte Streifen fehlen. 
 
1.6   Therapie und Prognose 
Die SK stellen in der Regel asymptomatische, harmlose Hauttumoren ohne malignes Potential 
dar. Aus diesem Grund ist eine Therapie bei diesen benignen Hauttumoren nicht zwingend 
erforderlich. Sie können aber in einzelnen Fällen in großer Anzahl auftreten und auf diese 
Weise kosmetisch störend wirken. Sie können die Lebensqualität der Patienten stark 
beeinträchtigen. Dadurch ergibt sich der Wunsch der Patienten, diese Hautveränderungen zu 
entfernen. Ein anderer wichtiger Grund für einen therapeutischen Eingriff ist eine ungünstige 
Lage. Manche SK werden ständig mechanisch entweder durch die Kleidung oder durch 
andere Gegenstände, die in Kontakt mit dem Körper kommen, gereizt. Chronisch-
mechanische Reizungen können zu Hautirritationen führen, die sich im Verlauf in kleine 
Blutungen, lokale Infektionen, Krustenauflagerungen oder Wachstumszunahme dieser 
Hauttumoren weiterentwickeln können.  
Die SK können sehr selten aber auch durch ihre Anzahl, Größe und Wachstumszunahme im 
Bereich des Ohres oder der Augenlider das Hörvermögen oder sogar das Sehvermögen 






Bei Verdacht auf Leser-Trélat-Syndrom sollte eine orientierende Tumorsuche mittels 
Röntgenuntersuchung des Thorax, Oberbauchsonographie oder bestimmter Tumormarker 
erfolgen. 
Die Therapie der SK besteht in der operativen Entfernung. Sie können durch folgende 
Verfahren behandelt werden: durch Kürettage (oberflächliche Gewebeabtragung) in 
Lokalanästhesie mit Hilfe einer scharfen Kürette oder eines scharfen Löffels, durch Shave-
Exzision oder durch Laserabtragung in Vereisung oder Lokalanästhesie (Erbium-Yag-Laser, 
CO2-Laser). Bei der oberflächlichen Gewebeabtragung ist die Wundheilung in der Regel 
narbenfrei. Alternativ ist eine Kryotherapie oder Schälbehandlung (Peeling) mit 
Trichloressigsäure oder entsprechend konzentrierten Fruchtsäuren möglich. 





2 Zielsetzung und Fragestellung der experimentellen Arbeit 
Die SK sind weit verbreitete epidermale Hauttumoren, die in der Regel keine Tendenz zur 
malignen Entartung zeigen. Ihre Prävalenz ist sehr hoch in der hellhäutigen Bevölkerung. 
Trotz ihrer Häufigkeit und Benignität liegen viele Aspekte im Bereich der Epidemiologie, 
Ätiologie und Pathogenese noch im Dunkeln.  
















3 Material und Methoden 
Die folgenden Kapitel beschreiben den Ablauf der experimentellen Studie sowie die dazu 
verwendeten Materialien und Methoden. 
3.1   Material  







Flachbettkammern für Agarosegele  BioRad, München 
Gel-Elektrophoreseapparatur DNA SUB CELL ™ BioRad, München 
Gel-Elektrophoreseapparatur MINI SUB ™ DNA CELL BioRad, München 
Geltrockner Modell 583 BioRad, München 
Spannungsgenerator für die Elektrophoresekammern 






Allegra® X-15R Zentrifuge Beckman Coulter, Fullerton, 
California, USA 
Fisherbrand® Mikrozentrifuge Fisher Scientific GmbH, Schwerte 
Mikrozentrifuge Mikro 22 Andreas Hettich GmbH & Co. KG, 
Tuttlingen 
Tischzentrifuge 5415R    Eppendorf, Hamburg 


















ABI Prism® 3130xl Genetic Analyzer Applied Biosystems, CA, USA 
ABI Prism® 3100-Avant Genetic Analyzer Applied Biosystems, Darmstadt 
Digitaldrucker P95DE  Mitsubishi, Ratingen 
Elekronischer manueller Mehrfachdispenser  
Handy Step® 
Brand, Wertheim 
Finnpepette Digital 4500 Single Channel Mikropipelle  
20 – 200 µl, 100 – 1000 µl 
Thermo Labsystems, CA, USA 
Finnpipette F1 Einkanalpipette 10 – 100 µl Thermo Fisher Scientific, MA, USA 
Finnpipette Model 4510 Multichannel Digital Pipette   
0,5 – 10 µl, 0,2 – 2,0 µl 
Thermo Labsystems, CA, USA 
Focus Single Channel Digital Pipette Thermo Labsystems, CA, USA 
Gefriermikrotom HM 500 OM  MICROM International GmbH, 
Walldorf 
Mikrowelle Privileg 8520 Gustav Schickedanz KG, Fürth 
Multipipette® plus Eppendorf, Hamburg 
NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer PEQLAB Biotechnology GmbH, 
Erlangen 
Peltier Thermal Cycler BioRad, München 
Pipetten Pipetman 10, 20, 100, 200, 1000 μl Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich 
Pipetten Research 10, 20, 100, 200, 1000 μl Eppendorf, Hamburg 
Pipette Reference 10 µl Eppendorf, Hamburg 
Pipettus Easypet Eppendorf, Hamburg 
Schüttelgerät  VWR International™, Darmstadt 
Schüttler Reax 2000 Heidolph, München 
Serologische Pipette 10 ml Sarstedt, Nümbrecht 
Thermocycler Peltier Thermal Cycler PTC-200 MJ 
Research 
Watertown, Massachusetts, USA 
Thermomixer compact Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, 
Hamburg 
VisiDoc-It™ mit Reproständer LTF Labortechnik GmbH & Co. KG, 
Wasserburg 
Waage MC1, Laboratory LC 6200 D Sartorius, Göttingen 









16-Kapillar Arrays Applied Biosystems, CA, USA 
96-Well Septamatten Applied Biosystems, CA, USA 
Deckgläser Carl Roth GmbH Co. & KG, 
Karlsruhe 
Envi-Ro-Tech Freezer Spray Thermo Scientific Shandon, 
Pittsburgh, PA, USA 
MicroAmp® Optical 96-Well Reaktionsplatte Applied Biosystems, CA, USA 
Mikro-Schraubröhre 1,5 ml Sarstedt, Nümbrecht 
Objektträger Superfrost Vogel Medizinische Technik, Gießen 
Parafilm „M“ Laboratory Film Pechiney Plastic Packing, Menasha, 
USA 
PCR SingleCap 8er-SoftStrips 0,2 ml, farblos BIOZYM, Oldenburg 
Pipettenspitzen 10, 20, 200, 1000 μl Sarstedt, Nümbrecht 
Pipettenspitzen, Combitips® plus, Biopur® Eppendorf, Hamburg 
Pipettenspitzen PLASTIBRAND® Brand®, Wertheim 
Pipettenspitzen SafeSeal-Tips® Premium 10, 20, 100, 
200, 1000 μl 
BIOZYM, Oldenburg 
PP-Test Röhrchen 50 ml, steril Greiner bio-one, Frickenhausen 
Reaktionsgefäße 0,6, 1,6 ml BIOZYM, Oldenburg 
Reaktionsgefäße 1,5 ml Sarstedt, Nümbrecht 















3.1.3   Chemikalien 
Chemikalien und Reagenzien 
 
Hersteller 
Bromphenolblau Sigma, München 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt 
dNTP Set Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
Ethanol Roth, Karlsruhe 
Ethidiumbromid Merck, Darmstadt 
Ficoll Typ 400 Pharmacia, Freiburg 
Hi-Di™ Formamide (deionized Formamide) Applied Biosystems, California, USA 
POP-7™ polymer Applied Biosystems, California, USA 
Primersequenzen zur Amplifikation ausgewählter EGFR-
Genfragmente 
Metabion GmbH, Martinstried 
Primersequenzen zur Amplifikation ausgewählter 
FGFR2-Genfragmente 
Apara-Bioscience GmbH, Denzlingen 
Primersequenzen zur Amplifikation ausgewählter 
PIK3R1-Genfragmente 
Eurofins MWG Operon, Ebersberg 
Primersequenzen zur Amplifikation ausgewählter RAS-
Genfragmente 
Metabion GmbH, Martinstried  
Red gel, fluorescent nucleic acid gel stain Biotium Inc., Hayward, California, 
USA 
Tracklt™ 100 bp DNA Ladder Invitrogen, USA 
Trizma® hydrochloride (Tris/HCl) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim 
UltraPure™ Agarose Invitrogen, USA 
Wasser für die Chromatographie LiChrosolv® Merck KGaA, Darmstadt 
Wasser für die Mikrobiologie Carl Roth GmbH Co. & KG, 
Karlsruhe 













AmpliTaq DNA Polymerase Applied Biosystems, Darmstadt 
Exonuclease I (10 U/µl) USB Corp., Ohio, USA 
GoTaq® DNA Polymerase (5 U/µl) Promega Corp., USA 
Proteinase K Qiagen, Hilden 
Shrimp Alkalische Phosphatase (1 U/µl) USB Corp., Ohio, USA 
Taq DNA Polymerase, recombinant (5 U/µl) Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
 
 
3.1.5   Puffer und Lösungen 
Die in dieser Studie verwendeten Puffer wurden mit destilliertem Wasser angesetzt. Mit „x“ 
bezeichnet man die „fache“ Konzentration der Stammlösung, aus welcher verdünnt wird.  
 





EDTA (0,5 M, pH 8,0): 
 
 
73,1 g Ethylendiamintetraacetat 
800 ml H2O 
rühren, mit NaOH auf pH 8,0 
einstellen, mit H2O auf 1000 ml 
auffüllen. 
Lagerung: bei Raumtemperatur. 
 
Lösungen für die DNA-Amplifikation 
 








100 µl 100 mM dATP 
100 µl 100 mM dCTP 
100 µl 100 mM dTTP 
100 µl 100 mM dGTP 
600 µl nukleasefreies H2O  
Lagerung: bei -20°C. 






















242,0 g Tris-Base 
57,1 ml Eisessig 
100,0 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) 
ad 1000 ml dH2O 
Alioquotieren, Autoklavieren. 
Lagerung: bei Raumtemperatur. 
 
10 ml 50x TAE-Puffer 
ad 500 ml dH2O 
Lagerung: bei Raumtemperatur. 
 
2 g Agarose 
















0,75 g Ficoll (Typ 400) 
60 µl 0,5 M EDTA (pH 8,0)  
0,0125 g Bromphenolblau 
ad 5 ml H2O 
Lagerung: bei 4°C. 
 
125 µl Ethidiumbromid  
ad 500 ml H2O 
Lagerung: bei Raumtemperatur. 
 
gebrauchsfertig 









3.1.6   DNA-Präparation und DNA-Modifikation 








- QIAGEN® - Protease 
- Proteinase K 
- Puffer: AL, ATL, AE, AW1 (konzentriert) und AW2 
(konzentriert) 
- QIAamp Mini Spin Säulen 
- 2 ml Sammelgefäße 
 
Vorbereitung vor Anwendung: 
- AW1-Puffer für die DNA-Isolation:  
19 ml AW1-Puffer-Stammlösung  
25 ml Ethanol (96-100%) 
Lagerung: bei Raumtemperatur (15-25°C). 
- AW2-Puffer für die DNA-Isolation: 
13 ml AW2-Puffer-Stammlösung  
30 ml Ethanol (96-100%) 
Lagerung: bei Raumtemperatur (15-25°C). 
- Puffer: AL, ATL, AE  
Gebrauchsfertig. 














3.1.6.2 Aufreinigung der DNA-Proben 
Testkit 
 




- Puffer: PB, PE (konzentriert), EB  
- Loading Dye 
- pH-Indikator I 
- QIAquick Spin Säulen 
- 2 ml Sammelgefäße 
 
Vorbereitung vor Anwendung: 
- PE-Waschpuffer: 
55 ml PE-Puffer-Stammlösung 
220 ml Ethanol (96-100%) 
Lagerung: bei Raumtemperatur (15-25°C). 
- Puffer: PB, EB  
Gebrauchsfertig. 










- DyeEx™ 2.0 Spin Säulen mit Gel-Filtration 
- 2 ml Sammelgefäße 
Gebrauchsfertig. 
Lagerung: bei Raumtemperatur. 
 
      Qiagen, Hilden 
 
 





3.1.6.3 RAS SNaPShot® Multiplex Assay 
Testkit 
 
ABI PRISM® SNaPShot® Multiplex Kit für die 
Amplifikation von RAS-Genloci 
 
enthält: 
SNaPshot® Multiplex Ready Reaction Mix bestehend aus: 
- AmpliTaq® DNA Polymerase, FS, gebrauchsfertig 
- fluoreszenzmarkierte ddNTPs 
- Reaction buffer 
 
SNaPshot® Multiplex Control Primer-Mix (30 μl total)  
bestehend aus: 
- 20A primer (0,05 pmol/μl) 
- 28G/A primer (0,10 pmol/μl) 
- 36G primer (0,05 pmol/μl) 
- 44T primer (0,30 pmol/μl) 
- 52C/T primer (0,30 pmol/μl) 
- 60C primer (0,30 pmol/μl) 
 
SNaPshot® Multiplex Control Template (60 μl total) enthält:  
- Amplicon von CEPH DNA 























BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit 
 
enthält: 
- BigDye Terminator v1.1/3.1 Sequencing Buffer (5x) 
- Terminator Ready Reaction Mix 
- pGEM®-3Zf(+) double-stranded DNA Control Template 
- –21 M13 Control Primer (forward) 
Lagerung: bei Temperaturen zwischen -15 und -25°C. 







Weitere Lösungen für die Sequenzierung am ABI Prism® 
Genetic Analyzer 
 
GeneScan™-120 LIZ™ size standard 
Lagerung: bei Temperaturen zwischen 2 und 8°C. 
 
Hi-Di™ Formamide 



























3.1.7   Synthetische Oligonukleotide 
Die verwendeten Primer sind in Tabelle 4 und Tabelle 5 aufgelistet.   
3.1.7.1 Primersequenzen für die Analyse von EGFR, PIK3R1 und FGFR2 
Primer Primersequenz (5´˃3´) fwd 
Länge 
(bp) 







EGFR-Primer      
Exon 3 ATGTCCTCATTGCCCTCAAC 20 AGCTCCTTCAGTCCGGTTTT 20 0,4 60°C 
Exon 18 Outer Primer 
GCATGGTGAGGGCTGAGGTGA 
21 Outer Primer 
CCCCACCAGACCATGAGAGGC 
21 0,4 58°C 
Exon 18 Inner Primer 
ACCCTTGTCTCTGTGTTCTTGT
CCC 
25 Inner Primer 
GCCCAGCCCAGAGGCCTGTG 
20 0,4 52°C 
Exon 19 Outer Primer 
TGCCAGTTAACGTCTTCCTTC 
21 Outer Primer 
CCACACAGCAAAGCAGAAAC 
20 0,4 60°C 
Exon 19 Inner Primer 
AACGTCTTCCTTCTCTCTCTG 
21 Inner Primer 
CCACACAGCAAAGCAGAAAC 
20 0,4 60°C 
Exon 21 Outer Primer 
AGCTTCTTCCCATGATGATCT
GTCC 
25 Outer Primer 
GGCAGCCTGGTCCCTGGTGTC 
 
21 0,4 60°C 
Exon 21 Inner Primer 
TCCCATGATGATCTGTCCCTC
ACA 
24 Inner Primer 
CAGGAAAATGCTGGCTGACCTA
AAG 
25 0,4 60°C 
PIK3R1-Primer      
Exon 9 GGGTTTTGGGCTGATATTAAA 21 TGTCTAAACATCGTAACTGGAT
AATTC 
27 0,2 55°C 
Exon 10 TTTGATTAAATACCTTATCCAT
TGAA 










30 0,2 60°C 
FGFR2-Primer      
Exon 7 GGTCTCTCATTCTCCCATCCC 21 CCAACAGGAAATCAAAGAACC 21 0,25 60°C 
Exon 7 
(Codon 310) 





24 0,25 60°C 
Exon 9 TGGCCTGCTTATCTGTTCCT 20 GGTCATGGGGGAGGAGTAAA 20 0,25 60°C 
Exon 12 GCTGCCCATGAGTTAGAGGA 20 TATTTGGGCGAATGCAGTTT 20 0,25 60°C 
Exon 14 CTTTTTGTTCTGGCGGTGTT 20 CCACTGTGTTACTGCCATCG 20 0,25 60°C 
 
Tabelle 4: Verwendete Primerpaare bei der Identifikation der EGFR-, PIK3R1- und FGFR2-
Genmutationen der seborrhoischen Keratosen 
 
Die Tabelle beinhaltet die Primersequenz (fwd: vorläufige Primersequenz, rev: rückläufige Primersequenz), die 
Primerlänge (bp: Basenpaare), die Annealing-Temperatur (Ann.) und die Endkonzentration der Primer in der 









3.1.7.2 Primersequenzen für die RAS-Genanalyse  
Primer Primersequenz (5´˃3´) fwd bzw.  
(3´˃5´) rev 
Länge (bp) Konzentration in Reaktion 
(µM) 
Ann. 
Multiplex-PCR-Primer    
HRAS exon 1 fwd CAGGAGACCCTGTAGGAGG 19 0,6 55°C 
HRAS exon 1 rev TCGTCCACAAAATGGTTCTG 20 0,6 55°C 
HRAS exon 2 fwd GGAGACGTGCCTGTTGGA 18 0,3 55°C 
HRAS exon 2 rev GGTGGATGTCCTCAAAAGAC 20 0,3 55°C 
KRAS exon 1 fwd GGCCTGCTGAAAATGACTG 19 0,3 55°C 
KRAS exon 1 rev GGTCCTGCACCAGTAATATG 20 0,3 55°C 
KRAS exon 2 fwd CCAGACTGTGTTTCTCCCTT 20 0,3 55°C 
KRAS exon 2 rev CACAAAGAAAGCCCTCCCCA 20 0,3 55°C 
NRAS exon 1 fwd GGTGTGAAATGACTGAGTAC 20 0,3 55°C 
NRAS exon 1 rev GGGCCTCACCTCTATGGTG 19 0,3 55°C 
NRAS exon 2 fwd GGTGAAACCTGTTTGTTGGA 20 0,3 55°C 
NRAS exon 2 rev ATACACAGAGGAAGCCTTCG 20 0,3 55°C 
SNaPshot®-PCR-Primer-Set 1    
HRAS pos 34 fwd T17 CTGGTGGTGGTGGGCGCC 35 0,5 58,5°C 
HRAS pos 182 rev  T18 GCATGGCGCTGTACTCCTCC 38 0,15 58,5°C 
HRAS pos 35 rev T31 CGCACTCTTGCCCACACCG 50 0,7 58,5°C 
HRAS pos 181 fwd T46 CATCCTGGATACCGCCGGC 65 0,7 58,5°C 
HRAS pos 37 rev T55 CAGCGCACTCTTGCCCACAC 75 0,7 58,5°C 
KRAS pos 34 rev T25 GGCACTCTTGCCTACGCCAC 45 0,5 58,5°C 
KRAS pos 181 rev T41 CTCATTGCACTGTACTCCTCTT 63 0,2 58,5°C 
KRAS pos 35 fwd T49 AACTTGTGGTAGTTGGAGCTG 70 0,2 58,5°C 
NRAS pos 182 fwd T33GACATACTGGATACAGCTGGAC 55 0,5 58,5°C 
NRAS pos 34 fwd T62 CTGGTGGTGGTTGGAGCA 80 0,2 58,5°C 
SNaPshot®-PCR-Primer-Set 2    
HRAS pos 183 fwd T62 CCTGGATACCGCCGGCCA 80 0,3 58,5°C 
HRAS pos 38 rev T64 GTCAGCGCACTCTTGCCCACA 85 0,2 58,5°C 
KRAS pos 37 rev T15 CAAGGCACTCTTGCCTACGC 35 0,7 58,5°C 
KRAS pos 183 rev T29 CCTCATTGCACTGTACTCCTC 50 0,7 58,5°C 
KRAS pos 38 fwd T33CTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTG 55 0,2 58,5°C 
KRAS pos 182 fwd T56 ATTCTCGACACAGCAGGTC 75 0,5 58,5°C 
NRAS pos 181 rev T18 CTCATGGCACTGTACTCTTCTT 40 0,2 58,5°C 
NRAS pos 37 fwd T26 GGTGGTGGTTGGAGCAGGT 45 0,2 58,5°C 
NRAS pos 183 rev T38 CTCTCATGGCACTGTACTCTTC 60 0,5 58,5°C 
NRAS pos 38 rev T44 GTCAGTGCGCTTTTCCCAACA 65 0,5 58,5°C 
NRAS pos 180 fwd T49 GGACATACTGGATACAGCTGG 70 0,3 58,5°C 
NRAS pos 35 fwd T71 CTGGTGGTGGTTGGAGCAG 90 0,2 58,5°C 
 
Tabelle 5: Auflistung der in der Multiplex-PCR, SNaPshot®-PCR und bei der Sequenzierung eingesetzten 
Primer 
 
Aufgeführt sind die vorläufigen (fwd) und rückläufigen (rev) Primer für die jeweiligen Exons, ihre Länge (bp), 










3.1.8   Software und Internet-Ressourcen 
Die vorliegende Doktorarbeit wurde mit Microsoft® Office Word 2007 angefertigt. Die 
Erstellung der Abbildungen und Tabellen erfolgte mit Microsoft® Office Excel 2007, 
Microsoft® Office Word 2007 oder mit IrfanView-Image Viewer Version 4.33. Die 
Auswertung der sequenzierten DNA-Proben wurde mit Data Collection Version 4.9 
durchgeführt. Das Literatur- und Quellenverzeichnis wurde mit Hilfe des Programms 
EndNote X5 angefertigt. Außerdem wurden folgende Internet-Ressourcen verwendet: 
 
Cosmic database   http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/ 
PubMed    http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
 
3.2   Studiendesign und Patientenkollektiv 
Die Patienten rekrutierten sich aus der Klinik und Poliklinik für Dermatologie am 
Universitätsklinikum Regensburg. Der Zeitraum für diese experimentelle Studie bezog sich 
auf die Jahre 2009 – 2011. Vor dem Beginn der Studie wurden die beteiligten 
dermatologischen Patienten von einem Arzt der Klinik und Poliklinik für Dermatologie 
ausführlich über den operativen Eingriff und die möglichen Risiken aufgeklärt, anschließend 
haben sie schriftlich der Teilnahme an der Studie zugestimmt. Die Durchführung dieser 
Studie erfolgte nach Zustimmung der Ethikkommission der Universität Regensburg in 
Übereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki. 
In diese Studie sind insgesamt 14 Patienten (6 weibliche und 8 männliche) kaukasischer 
Herkunft mit multiplen SK eingeschlossen. Die Hauttumoren wurden von einem Arzt der 
dermatologischen Abteilung mittels scharfem Löffel kürettiert. Die klinisch-pathologischen 
Merkmale der Patienten und der kürettierten SK sind in Tabelle 6 dargestellt. Die Hälfte des 
Materials wurde routinemäßig in Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet und 
histopathologisch an der Klinik und Poliklinik für Dermatologie am Universitätsklinikum 
Regensburg untersucht, die andere Hälfte wurde gleich nach der Gewebegewinnung bei -80°C 
kryokonserviert. Nach Abschluss der Diagnosestellung wurde DNA mittels Proteinase-K-
Verdau isoliert. Von den 79 SK-Proben wurden 58 DNA-Proben ausgesucht, die die beste 
DNA-Qualität sowie die höchste DNA-Konzentration aufwiesen. Danach erfolgten die 
Reinigung der DNA-Produkte und die Vorbereitung der Proben zur Sequenzierung. 
 
  





Probe Nr. Histopathologischer Subtyp Lokalisation EGFR RAS PIK3R1 FGFR2 
Patient Nr. 1, männlich, Alter des Patienten bei der Kürettage: 44 Jahre alt 
1 Akanthotisches Basalzellakanthom Schläfe rechts wt wt wt wt 
2 Akanthotisches Basalzellakanthom parietal rechts wt wt wt wt 
3 Akanthotisches Basalzellakanthom skapulär rechts wt wt wt wt 
4 Akanthotisches Basalzellakanthom Rücken lumbal rechts wt wt wt wt 
5 Akanthotisches Basalzellakanthom skapulär links wt wt wt wt 
Patient Nr. 2, männlich, Alter des Patienten bei der Kürettage: 73 Jahre alt 
6 Akanthotisches Basalzellakanthom Unterbauch rechts wt wt wt wt 
7 Akanthotisches Basalzellakanthom Rücken lumbal links wt wt wt wt 
8 Akanthotisches Basalzellakanthom Rückenmitte rechts wt HRAS c.37G˃C wt wt 
9 Akanthotisches Basalzellakanthom skapulär rechts wt wt wt wt 
10 Akanthotisches Basalzellakanthom Abdomen mittig wt wt wt wt 
11 Akanthotisches Basalzellakanthom Schulter links wt wt wt wt 
12 Akanthotisches Basalzellakanthom Flanke links wt wt wt wt 
13 Akanthotisches Basalzellakanthom Rückenmitte links unten wt wt wt wt 
14 Akanthotisches Basalzellakanthom Rückenmitte links oben wt wt wt wt 
15 Akanthotisches Basalzellakanthom Rückenmitte wt wt wt wt 
Patient Nr. 3, weiblich, Alter der Patientin bei der Kürettage: 67 Jahre alt 
16 Akanthotisches Basalzellakanthom submammär links lateral wt wt wt wt 
17 Akanthotisches Basalzellakanthom submammär links medial wt wt wt wt 
18 Akanthotisches Basalzellakanthom intermammär wt HRAS c.37G˃C wt wt 
19 Akanthotisches Basalzellakanthom skapulär rechts c.2573T˃G wt wt wt 
Patient Nr. 4, männlich, Alter des Patienten bei der Kürettage: 86 Jahre alt 
20 Akanthotisches Basalzellakanthom interskapulär wt wt wt wt 
21 Akanthotisches Basalzellakanthom Rücken lumbal mittig wt wt wt wt 
22 Akanthotisches Basalzellakanthom subskapulär rechts wt wt wt wt 
23 Akanthotisches Basalzellakanthom lumbal rechts wt wt wt wt 
Patient Nr. 5, weiblich, Alter der Patientin bei der Kürettage: 64 Jahre alt 
24 Akanthotisches Basalzellakanthom skapulär links proximal wt wt c.1176C˃T wt 
25 Akanthotisches Basalzellakanthom skapulär links distal wt wt c.1176C˃T wt 
26 Akanthotisches Basalzellakanthom Rückenmitte rechts lateral wt wt c.1176C˃T wt 
27 Pigmentiertes akanthotisches 
Basalzellakanthom 
skapulär rechts wt wt c.1176C˃T wt 
Patient Nr. 6, weiblich, Alter der Patientin bei der Kürettage: 84 Jahre alt 
28 Akanthotisches Basalzellakanthom skapulär links wt wt wt wt 
29 Akanthotisches Basalzellakanthom Rückenmitte rechts lateral wt wt wt wt 
30 Akanthotisches Basalzellakanthom skapulär rechts wt wt wt wt 
31 Akanthotisches Basalzellakanthom Rücken lumbal rechts wt wt wt wt 
Patient Nr. 7, männlich, Alter des Patienten bei der Kürettage: 72 Jahre alt 
32 Akanthotisches Basalzellakanthom klavikulär links lateral wt wt wt wt 
33 Akanthotisches Basalzellakanthom Abdomen links wt wt wt wt 
34 Pigmentiertes akanthotisches 
Basalzellakanthom 
mammär rechts wt wt wt wt 
35 Hyperkeratotisches Basalzellakanthom Rücken lumbal mittig wt HRAS c.182A˃T wt wt 
Patient Nr. 8, weiblich, Alter der Patientin bei der Kürettage: 86 Jahre alt 
36 Akanthotisches Basalzellakanthom Abdomen links wt wt wt wt 
37 Akanthotisches Basalzellakanthom mammär links wt wt wt wt 
38 Akanthotisches Basalzellakanthom klavikulär rechts wt wt wt wt 
39 Akanthotisches Basalzellakanthom Schläfe rechts wt wt wt wt 





Patient Nr. 9, weiblich, Alter der Patientin bei der Kürettage: 40 Jahre alt 
40 Akanthotisches Basalzellakanthom Flanke rechts wt wt wt wt 
41 Akanthotisches Basalzellakanthom submammär links wt wt wt wt 
Patient Nr. 10, männlich, Alter des Patienten bei der Kürettage: 70 Jahre alt 
42 Akanthotisches Basalzellakanthom subskapulär rechts wt wt wt wt 
Patient Nr. 11, männlich, Alter des Patienten bei der Kürettage: 66 Jahre alt 
43 Akanthotisches Basalzellakanthom interskapulär wt wt wt wt 
44 Akanthotisches Basalzellakanthom skapulär rechts  wt wt wt wt 
45 Akanthotisches Basalzellakanthom Flanke links wt wt wt wt 
46 Akanthotisches Basalzellakanthom Oberbauch mittig wt wt wt wt 
Patient Nr. 12, weiblich, Alter der Patientin bei der Kürettage: 75 Jahre alt 
47 Akanthotisches Basalzellakanthom Flanke rechts wt wt wt wt 
48 Akanthotisches Basalzellakanthom skapulär links distal wt wt wt wt 
49 Akanthotisches Basalzellakanthom skapulär links proximal wt HRAS c.182A˃T wt wt 
50 Akanthotisches Basalzellakanthom subskapulär rechts wt wt wt wt 
Patient Nr. 13, männlich, Alter des Patienten bei der Kürettage: 77 Jahre alt 
51 Akanthotisches Basalzellakanthom Schulter links wt wt wt wt 
52 Akanthotisches Basalzellakanthom subskapulär links wt KRAS c.35G˃T wt wt 
53 Akanthotisches Basalzellakanthom Rückenmitte wt wt wt wt 
54 Akanthotisches Basalzellakanthom Oberbauch mittig wt wt wt wt 
Patient Nr. 14, männlich, Alter des Patienten bei der Kürettage: 83 Jahre alt 
55 Hyperkeratotisches Basalzellakanthom mammär links wt wt wt wt 
56 Hyperkeratotisches Basalzellakanthom mammär rechts wt wt wt wt 
57 Hyperkeratotisches Basalzellakanthom Schulter links wt wt wt wt 
58 Akanthotisches Basalzellakanthom Schulter rechts wt wt wt wt 
 
Tabelle 6: Klinisch-pathologische Charakteristika und Ergebnisse der genetischen Analyse der 58 
seborrhoischen Keratosen 
 























3.3   Methoden 
3.3.1   Proteinase-K-Verdau und DNA-Isolierung 
Die SK-Präparate wurden gleich nach der Kürettage bei -80°C kryokonserviert. Vor der 
DNA-Isolierung wurden die SK-Präparate kurz bei -20°C in dem Gefriermikrotom HM 500 
OM (MICROM International GmbH, Walldorf) gelagert. Anschließend wurden von jedem 
gewonnenen Basalzellakanthom ca. 25 mg Gewebe vorsichtig mit dem Skalpell entnommen 
und in ein 1,5 ml großes Reaktionsgefäß überführt. 
Die DNA-Isolierung aus den frisch-gefrorenen SK erfolgte nach dem Herstellerprotokoll von 
QIAamp (QIAamp DNA Mini and Blood Mini Handbook 11/2007) mit dem QIAamp DNA 
Mini Kit® (Qiagen, Hilden, Germany). 
 
Arbeitsprotokoll: 
1) Nach Herstellerprotokoll wurde das gewonnene Gewebe zunächst mit 180 μl ATL-
Digestionspuffer behandelt und mit 20 μl gebrauchsfertiger Proteinase K lysiert. 
Anschließend wurde die Suspension geschüttelt und bei 56°C unter leichtem 
regelmäßigem Schütteln über Nacht inkubiert. Als Endprodukt ergab sich eine 
homogene, durchsichtige Lösung. 
2) Nach dem Proteinase-K-Verdau wurden alle Proben kurz zentrifugiert und mit 200 μl 
AL-Puffer aufgefüllt. Danach wurden sie noch einmal für ca. 15 s lang geschüttelt.  
3) Die Proben wurden für 10 min bei 70°C inkubiert, dann kurz bei 6000 x g (entspricht 
8000 rpm bei einer Tischzentrifuge) abzentrifugiert. 
4) Anschließend wurden 200 μl Ethanol (96 – 100%) in jedes Reaktionsgefäß pipettiert, 
kurz vermischt und bei 6000 x g (8000 rpm) abzentrifugiert. 
5) Die enthaltene Lösung wurde in spezielle Säulen überführt (QIAamp Mini Spin 
Column), in denen die DNA an eine spezielle Membran gebunden wird. Das 
Reaktionsgefäß wurde bei 6000 x g (8000 rpm) für 1 min zentrifugiert. Danach wurde 
das QIAamp-Filtersäulchen auf ein neues, sauberes, 2 ml großes Auffanggefäß 
gegeben. Das Filtrat wurde verworfen. 
6) Jedes Säulchen wurde mit 500 μl AW1-Puffer gewaschen (Vorbereitung: Zum Wasch-
Puffer AW1 wurde vor Beginn der Reaktion Ethanol absolut zugegeben, siehe Kapitel 
3.1.6.1). Die Lösung wurde anschließend bei 6000 x g (8000 rpm) für 1 min 
zentrifugiert. Das QIAamp-Säulchen wurde auf ein neues Auffanggefäß (2 ml) 
gegeben. Der Durchlauf wurde ausgeschüttet. 





7) Ein zweiter Waschschritt erfolgte mit 500 μl AW2-Puffer (Vorbereitung: Zum Wasch-
Puffer AW2 wurde vor Beginn der Reaktion Ethanol absolut zugegeben, siehe Kapitel 
3.1.6.1). Das Reaktionsröhrchen wurde bei maximaler Geschwindigkeit (20000 x g, 
14000 rpm) für 3 min zentrifugiert. Danach wurde das Filtersäulchen in ein neues, 
sauberes, 2 ml großes Auffanggefäß überführt. Der Durchlauf wurde verworfen. Um 
alle Pufferreste zu entfernen, wurde jede Probe 1 min lang bei maximaler 
Geschwindigkeit (20000 x g, 14000 rpm) zentrifugiert. 
8) Es erfolgte eine Überführung in ein neues, 1,5 ml großes Reaktionsgefäß und die 
Zugabe von 100 µl AE-Puffer. Die Probe wurde für 1 min bei Raumtemperatur 
inkubiert und bei 6000 x g (8000 rpm) für 1 min zentrifugiert. Die Säule wurde danach 
verworfen und das Eppendorf-Gefäß mit der isolierten DNA wurde auf Eis gestellt.  
Die gewonnene DNA wurde bis zur Weiterverwendung bei 4°C im Kühlschrank aufbewahrt. 
Die DNA-Proben können alternativ auch bei -20°C für eine längere Haltbarkeit gelagert 
werden. Die gereinigte DNA war weitgehend frei von Proteinen, Nukleasen und Inhibitoren. 
 
3.3.2   Quantitative und qualitative DNA-Analyse   
Die photometrische Messung der Absorption der DNA-Proben zur qualitativen Analyse 
erfolgte unter Verwendung eines Spektralphotometers (NanoDrop ND-1000 
Spectrophotometer, PEQLAB Biotechnology GmbH, Erlangen) bei einer Wellenlänge von 
260 nm gegen Wasser. Eine OD (optische Dichte) von 1 bei einer Wellenlänge von 260 nm 
entspricht einer DNA-Konzentration von 50 µg/ml. Zur Abschätzung des 
Verunreinigungsgrades der DNA-Proben wurde anschließend ihre Absorption bei einer 
Wellenlänge von 280 nm gemessen. Aus dem Quotienten OD260/OD280 wird berechnet, ob 
die DNA-Probe ausreichend rein ist. Der Optimalbereich liegt zwischen einem Wert von 1,6 
und 2,0.  
1 µl unverdünnte Probe wurde direkt auf die Messoberfläche des NanoDrop ND-1000 
Spektrometers pipettiert und analysiert. Somit wurden sowohl Konzentrations-, als auch 
Qualitätsmessungen der isolierten DNA durchgeführt. Zum Nullabgleich wurde 1 µl Aqua 
dest. verwendet. Es wurden 58 von 79 SK-Proben mit der höchsten DNA-Konzentration und 
der besten DNA-Qualität ausgesucht und in diese Studie eingeschlossen. 
 





3.3.3   Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde im Jahr 1986 von Kary Banks Mullis entwickelt 
(Mullis et al 1986). Seit dieser Zeit stellt sie ein unverzichtbares Verfahren in der Genetik dar. 
Die Polymerase-Kettenreaktion ermöglicht die Amplifikation eines bestimmten DNA-
Bereichs zwischen zwei bekannten Regionen in vitro. Sie ist durch hohe Spezifität und 
Sensitivität gekennzeichnet. Wichtige Voraussetzung für gute Ergebnisse ist das sterile 
Arbeiten, um Kontaminationen mit Fremd-DNA zu vermeiden. Es werden destilliertes 
Wasser, spezifische Oligonukleotidprimer, die zu den 3´-Enden des zu amplifizierenden 
DNA-Abschnittes komplementär sind, Puffer, eine thermostabile DNA-Polymerase und vier 
verschiedene Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) in ausreichender Menge verwendet. 
Die Polymerase-Kettenreaktion verläuft in drei aufeinanderfolgenden Schritten, die sich 
mehrmals in Form von Zyklen wiederholen und zur Vervielfältigung des ausgewählten DNA-
Abschnittes führen. Der zwischen den Oligomeren liegende DNA-Sequenzbereich wird 
exponentiell amplifiziert (Abbildung 6).  
Die Polymerase-Kettenreaktion wurde im Rahmen der vorliegenden Studie bei der 
Amplifikation von ausgewählten DNA-Abschnitten der Genkandidaten EGFR, HRAS, KRAS, 
NRAS, PIK3R1 und FGFR2 verwendet (Abbildung 6). 
















Abbildung 6: Schematische Darstellung des Prinzips der Polymerase-Kettenreaktion in der vorliegenden 










































3.3.4   Amplifikation der DNA für die Analyse der Gene EGFR, PIK3R1 und                                                          
FGFR2 
3.3.4.1 PCR für EGFR 
Für die genaue Amplifikation von ausgewählten EGFR-Genabschnitten in den Exons 18, 19 
und 21 wurden zwei voneinander unabhängige und nacheinander laufende Polymerase-
Kettenreaktionen durchgeführt. Die Amplifikation der Region in Exon 3 wurde durch eine 
einzige Polymerase-Kettenreaktion ermöglicht. Es erfolgte eine Vervielfältigung von DNA-
Bereichen in den Exons 3, 18, 19 und 21 des EGFR-Gens. Die PCR-Ansätze sind in Tabelle 7 
beschrieben, die verwendeten Primer sind in Tabelle 4 aufgelistet.  
Die erste Polymerase-Kettenreaktion enthält folgende PCR-Zutaten: 3,0 μl 10x Rx Puffer mit 
(NH4)2SO4, 1,5 μl DMSO (5%), 1,8 μl MgCl2 (1,5 µM), 0,6 μl dNTPs (0,2 mM), 0,5 µl 
Primer-Mix aus einem vorläufigen und einem rückläufigen äußeren Primer (Endkonzentration 
0,4 µM), 0,1 μl Taq DNA Polymerase (0,02 U/µl) und 10,0 μl (9,0 μl dH2O + 1,0 μl DNA) 
der aus der DNA-Isolierung enthaltenen Template-DNA. Anschließend wurden 12,5 μl dH2O 
in das Reaktionsgefäß pipettiert. Die Reaktion fand in einem Volumen von 30 μl statt. 
Bei der zweiten PCR fanden folgende Reagenzien Verwendung: es wurden 19,5 µl dH2O für 
die Reaktion mit den inneren Primern der Exons 19 oder 21 bzw. 20,5 μl dH2O für die 
Reaktion mit den inneren Primern des Exons 18 eingesetzt. Anschließend wurden 3,0 μl 10x 
Rx-Puffer mit (NH4)2SO4, 1,5 μl DMSO (5 %), 1,8 μl MgCl2 (1,5 µM), 0,6 μl dNTPs (0,2 
mM), 0,5 μl Primer-Mix aus dem vorläufigen inneren Primer und dem rückläufigen inneren 
Primer des entsprechenden Exons (Endkonzentration von den eingesetzten Primern beträgt 
0,4 µM), 0,1 μl Taq DNA Polymerase (0,02 U/µl) und 3 bzw. 2 μl Template-DNA vom 
letzten PCR-Lauf pipettiert. Die Reaktion fand in einem Volumen von 30 μl statt (Tabelle 7).  
Zu jeder PCR wurden eine Positivkontolle und eine Negativkontolle vorbereitet. Hierzu 














PCR-Zutaten PCR von Exon 3 (Codon 108), 1. PCR 
von Exon 18 (outer Primer) und Exon 
19 and 21 (outer Primer) 
2. PCR von Exon 
18 (inner Primer) 
2. PCR von Exon 19 
und 21 (inner 
Primer) 
dH2O 12,5 μl 20,5 μl 19,5 μl 
DMSO 1,5 μl 1,5 μl 1,5 μl 
MgCl2 1,8 μl 1,8 μl 1,8 μl 
10x Rx-Puffer 
mit (NH4)2SO4 
3,0 μl 3,0 μl 3,0 μl 
dNTPs 0,6 μl 0,6 μl 0,6 μl 
Primer-Mix 0,5 μl 0,5 μl 0,5 μl 
Taq-Polymerase 0,1 μl 0,1 μl 0,1 μl 
Template-DNA  10,0 μl  (9,0 μl dH2O + 1,0 μl DNA) 2,0 μl 3,0 μl 
 
Tabelle 7: Erste und zweite PCR für die Amplifikation von DNA-Bereichen in den Exons 3, 18, 19 und 21 
vom EGFR-Gen 
 
DMSO: Dimethyl sulfoxide (Merck, Darmstadt, Germany); 10x Rx-Puffer mit (NH4)2SO4: gebrauchsfertig; 
enthält kein MgCl2; dNTPs: Desoxyribonukleosidtriphosphate; Primer-Mix: enthält eine Mischung aus 
vorläufigem und rückläufigem Primer in einer Endkonzentration von 0,4 µM; Taq-Polymerase: Taq DNA 
Polymerase, recombinant (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Germany). Beim Pipettieren wird die Reihenfolge 
der Reagenzien exakt befolgt. 
 
Die verwendeten PCR-Programme für die Amplifikation der DNA-Abschnitte in den Exons 
3, 18, 19 und 21 sind in Tabelle 8 beschrieben. Nach Beendigung der PCR-Reaktionen 
wurden alle DNA-Proben auf Eis gestellt.  
Schritt Exon 3,  
Codon 108  
Exon 18  
(outer) 
Exon 18  
(inner) 
Exon 19 und 21 
(outer) 
Exon 19 und 21 
(inner) 
1.  94,0°C für 45 s 94,0°C für 3 min 94,0°C für 3 min 94,0°C für 5 min 94,0°C für 5 min 
2.  60,0°C für 45 s 94,0°C für 1 min 94,0°C für 1 min 94,0°C für 1 min 94,0°C für 1 min 
3.  72,0°C für 1 min 58,0°C für 1 min 52,0°C für 1 min 60,0°C für 1 min 60,0°C für 1 min 
4.  Gehe zum  
1. Schritt, 44x 
72,0°C für 1 min 72,0°C für 1 min 72,0°C für 1 min 72,0°C für 1 min 
5.  72,0°C für 2 min Gehe zum  
2. Schritt, 34x  
Gehe zum  
2. Schritt, 34x 
Gehe zum  
2. Schritt, 34x 
Gehe zum  
2. Schritt, 29x 
6.  4,0°C für immer 72,0°C für 8 min 72,0°C für 8 min 72,0°C für 8 min 72,0°C für 8 min 
7.  Ende 8,0°C für immer 8,0°C für immer 8,0°C für immer 8,0°C für immer 
8.   Ende Ende Ende Ende 
 
Tabelle 8: PCR-Programme für die Amplifikation von ausgewählten DNA-Bereichen innerhalb der Exons 









3.3.4.2 PCR für PIK3R1 
Die vorliegende Arbeit evaluiert auch die Rolle von PIK3R1 in der Ätiologie und Pathogenese 
der SK. Für dieses Ziel wurde die DNA aus dem frisch-gefrorenen Gewebe isoliert (siehe 
Kapitel 3.3.1) und amplifiziert. Für die PCR wurden 33,0 µl dH2O, 5 µl 10x Taq-Puffer mit 
(NH4)2SO4, 3,0 µl MgCl2, 1,0 µl Primer-Mix (jeweils 20 pM des vorläufigen und rückläufigen 
Primers) (Tabelle 4), 1 µl dNTPs (10 µM), 5 µl DMSO : dH2O (im Verhältnis 1:1), 1 µl Taq-
Polymerase (Fermentas) und 1 µl Template-DNA in einem Gesamtvolumen von 50 μl 
eingesetzt. Das Programm für die PCR bestand aus den folgenden Schritten:  
Schritt Exon 9, 10, 12 Exon 13 
1.  94,0°C für 10 min 94,0°C für 10 min 
2.  94,0°C für 40 s 94,0°C für 40 s 
3.  55,0°C für 40 s 60,0°C für 40 s 
4.  72,0°C für 40 s 72,0°C für 40 s 
5.  Gehe zum 2. Schritt, 40x Gehe zum 2. Schritt, 40x 
6.  72,0°C für 10 min 72,0°C für 10 min 
7.  4,0°C für immer 4,0°C für immer 
8.  Ende Ende 
 
Tabelle 9: PCR-Programme für die Amplifikation von ausgewählten DNA-Bereichen innerhalb der Exons 
9, 10, 12 und 13 des PIK3R1-Gens 
 
Die Annealing-Temperatur ist spezifisch für die bei dieser Reaktion verwendeten Primerpaare. Die 
Hybridisierung bei den Exons 9, 10 und 12 erfolgte bei 55,0°C für 40 s, bei Exon 12/13 bei 60°C für 40 s.  
 
Jeder Lauf der Polymerase-Kettenreaktion wurde von einer Negativ- und einer 
Positivkontrolle begleitet. Dann wurden die Proben auf 4,0°C abgekühlt und bis zur 
Anwendung im Kühlschrank aufbewahrt. Die DNA-Konzentration und die DNA-Qualität 
wurden elektrophoretisch kontrolliert (siehe Kapitel 3.3.5). Die gewünschten PCR-Fragmente 












3.3.4.3 PCR für FGFR2 
Als Nächstes erfolgte die Analyse möglicher Hotspot-Mutationen innerhalb des FGFR2-
Gens. Die Studie konzentrierte sich auf die Exons 7, 9, 12 und 14 im FGFR2-Gen (siehe 
Kapitel 1.3.2.1). Für den PCR-Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 25 µl benötigte man 
18,075 µl dH2O, 5,0 µl 5x PCR-Puffer, 0,3 µl Primer-Mix ((vorläufiger + rückläufiger 
Primer) : dH2O = 1:1, Tabelle 4), 0,5 µl dNTPs (10 µM) und 0,125 µl Go-Taq Polymerase 
(Promega Corp.), um es mit 1 µl Template-DNA zu vermischen. Nachdem sämtliche 
Reagenzien pipettiert wurden, wurde jede Probe geschüttelt und zentrifugiert. Anschließend 
wurde sie in den bereits auf die Starttemperatur von 94°C vorgeheizten Thermocycler gestellt. 
Dann wurde das folgende Programm gestartet: 
Schritt Exon 7, 9, 12, 14 
1.  94,0°C für 45 s 
2.  60,0°C für 45 s 
3.  72,0°C für 1 min 
4.  Gehe zum 1. Schritt, 44 x 
5.  72,0°C für 2 min 
6.  4,0°C für immer 
7.  Ende 
 
Tabelle 10: PCR-Programm für die Amplifikation von ausgewählten DNA-Bereichen innerhalb der Exons 
7, 9, 12 und 14 des FGFR2-Gens 
 
Nach Beendigung des PCR-Programms wurden die Proben im Kühlschrank bis zur 
Weiterverarbeitung gelagert. Die amplifizierten PCR-Produkte wurden danach mittels 
Agarose-Gelelektrophorese überprüft (siehe Kapitel 3.3.5), aufgereinigt (siehe Kapitel 













3.3.5   Agarose-Gel-Elektrophorese 
Um den Erfolg der PCR zu belegen, wurden exemplarisch Agarose-Gele angefertigt, in denen 
sich die DNA elektrophoretisch auftrennte.  
Die Auftrennung der doppelsträngigen DNA-Moleküle im Größenbereich von 500 bp bis 12 
kbp wurde in 2%-igen horizontalen Agarosegelen elektrophoretisch durchgeführt. Die 
Gelvorbereitung erfolgte unter dem Abzug in einem Erlenmeyerkolben (je nach Anzahl der 
DNA-Proben) durch Vermischen von 1 bzw. 2 g Agarose mit ca. 50 bzw. 100 ml 1x TAE-
Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer). Die Lösung wurde in der Mikrowelle erhitzt, 
zwischendurch geschwenkt und in der vorher vorbereiteten Gelkammer mit einem Kamm, 
zwischen Gelkammer und Glasplatte, gegossen. Es sollten möglichst keine Bläschen 
entstehen, da sie die Auswertung der Bandenmuster stören könnten. Die Geltrocknung 
erfolgte für ca. 30 Minuten unter dem Abzug. Danach wurde das Gel horizontal in die 
Gelwanne gelegt. Als Laufpuffer wurde 1x TAE-Puffer verwendet. Der Kamm wurde 
vorsichtig herausgezogen. Vor dem Auftragen wurden 5 µl der aufzutrennenden Proben-DNA 
auf einem Paraffinfilm mit 2 μl Ficoll-Stoppuffer vermischt. Anschließend wurden 6 µl 
Probenlösung in die Slots pipettiert. Eine Positiv- (Kontroll-DNA) und eine Negativkontrolle 
(dH2O), die parallel zu den Proben in jeder PCR mit den entsprechenden Primern gelaufen 
sind, wurden als Kontrollen in die letzten Slots von jedem Agarose-Gel pipettiert. Als 
Standardgröße diente die TrackIt™ 100 bp DNA Ladder, die von der Firma Invitrogen (USA) 
bezogen wurde. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte je nach Gelgröße bei 80 bzw. 
120 Volt innerhalb von 1 Stunde. Am Ende der Laufzeit wurden die Gele in eine Wanne mit 
Wasser gelegt und für 30 Minuten mit 100 µl Ethidiumbromid, einem DNA-interkalierenden 
Agens, das als sehr giftig und reizend eingestuft und unter geeigneten Vorsichtsmaßnahmen 
pipettiert wird oder mit 4 µl Red Gel, einem ultrasensitiven, extrem stabilen und 
umweltfreundlichen Fluoreszenzfarbstoff, gefärbt. Diese Agenzien lagern sich in den DNA-
Doppelstrang ein, sodass die DNA unter UV-Bestrahlung als sichtbare Bande auf dem Gel 
erscheint (Abbildung 7). Die Auswertung und Photographie der Gele erfolgte mit dem 
VisiDoc-It™ mit Reproständer (VisiDoc-It™ Imaging System, LTF Labortechnik GmbH & 
Co. KG, Wasserburg).  
 







Abbildung 7: Agarose-Gel-Elektrophorese mit Marker 
 
Gel-Elektrophorese der SK-Proben 40-46 nach der Amplifikation von ausgewählten PIK3R1-DNA-Abschnitten 
innerhalb von Exon 13. Die Proben wurden mit Ethidiumbromid gefärbt. Das Bild wurde mittels VisiDoc-It™ 
Imaging System aufgenommen. Die einzelnen Proben wurden als weiße Banden unter UV-Licht dargestellt. Als 
Standardgröße (St.) diente die TrackIt™ 100 bp DNA Ladder (Slot 1). Die letzten zwei Slots stellten die Positiv- 
(+) und Negativkontrolle (-) dar. 
 
3.3.6   Sequenzierung von FGFR2, PIK3R1 und EGFR 
3.3.6.1 Aufreinigung der DNA-Amplifikate  
Nach dem PCR-Lauf wurden die DNA-Proben, die die gewünschten Sequenzen der Exons 
von FGFR2, PIK3R1 und EGFR enthielten (siehe Kapitel 3.3.4.1 – 3.3.4.3), von freien 
Primern, dNTPs und verschiedenen Salzen mittels Affinitätschromatographiesäulchen des 
QIAquick PCR Purification Kits (Qiagen, Hilden, Germany) gereinigt. Diese 
Verunreinigungen hätten die Erfassung der Signale am Sequenziergerät gestört. Die 




1) Jede DNA-Probe wurde mit fünf Volumenanteilen PB-Puffer vermischt.  
2) Ein QIAquick-Filtersäulchen wurde in ein 2 ml großes Auffanggefäß überführt. 
3) Die DNA-Lösung wurde dann auf das Säulchen aufgetragen (Bindung der DNA) und 
für 1 min bei 17900 x g (13000 rpm) abzentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen und 
das Säulchen auf dasselbe Auffanggefäß aufgesetzt. 
4) Anschließend wurde jede Probe mit 0,75 ml PE-Puffer gewaschen (Vorbereitung: Der 
Wasch-Puffer PE wurde vor Beginn der Aufreinigung mit Ethanol absolut verdünnt, 
siehe Kapitel 3.1.6.2). Die Zentrifugation wurde danach bei 17900 x g (13000 rpm) für 





1 min durchgeführt. Der Durchlauf wurde verworfen und das Säulchen wurde wieder 
für 1 min bei 17900 x g (13000 rpm) zentrifugiert, um alle Pufferreste zu entfernen. 
5) Die QIAquick-Filtersäule wurde dann auf ein sauberes, 1,5 ml großes Eppendorf-
Reaktionsgefäß gesetzt. Die DNA-Probe wurde anschließend mit 30 μl EB-Puffer 
versetzt und für 1 min bei Raumtemperatur inkubiert. Als Nächstes erfolgte eine 
weitere einminütige Zentrifugation der Proben bei 17900 x g (13000 rpm). 
6) Die Säule wurde verworfen und das Eppendorf-Gefäß mit der gereinigten DNA (ca. 28 
µl) auf Eis gestellt. 
5 µl DNA wurden anschließend auf ein 2%-iges Agarose-Gel aufgetragen, elektrophoretisch 
kontrolliert und mittels VisiDoc-It™ Imaging System visualisiert (siehe Kapitel 3.3.5).  
3.3.6.2 Amplifikation der DNA mittels Sequenzier-PCR 
Die zu sequenzierende DNA der FGFR2-, PIK3R1- und EGFR-Gene wurde einer Sequenzier-
PCR nach folgendem ABI BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit-Protokoll 
(BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit Protocol 09/2002) unterzogen. Diese 
Reaktion, die Aufreinigung der Proben sowie die Sequenzierung wurden in dem Labor des 
Instituts der klinischen Chemie und Laboratoriumsmedizin durchgeführt.  
Der Reaktionsansatz (20 µl) setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen: 2 μl 
Terminator Ready Reaction Mix (TRR), 3 μl 5x BigDye Terminator v1.1 Sequencing Puffer, 
3,2 μl Primer (1 pmol/µl), 1 μl dsDNA, bis 10,8 μl dH2O (LiChrosolv®, Merck KGaA, 
Darmstadt). Die Reaktion fand in einem Endvolumen von 20 μl statt. Die Proben wurden 
anschließend kurz gemischt und bei 4000 rpm abzentrifugiert. Dann kamen sie in den auf 
95°C vorgeheizten Thermocycler (mit geheiztem Deckel). Somit konnte eine unspezifische 
Reaktion während des Aufheizens verhindert werden. Das PCR-Programm wurde gestartet 
(Tabelle 11).  
Schritt EGFR, FGFR2, PIK3R1 
1.  95,0°C für 1 min 
2.  96,0°C für 10 s 
3.  50,0°C für 15 s 
4.  60,0°C für 4 min 
5.  Gehe zum 2. Schritt, 25 x 
6.  4,0°C für immer 
7.  Ende 
 
Tabelle 11: Sequenzier-PCR-Programm für EGFR, FGFR2 und PIK3R1 
 





Das PCR-Gefäß mit der amplifizierten DNA wurde bis zur Weiterverwendung bei 4,0°C im 
Kühlschrank aufbewahrt.  
3.3.6.3 Aufreinigung der Produkte der Sequenzier-PCR 
Die Aufreinigung der Produkte der Sequenzier-PCR erfolgte mit Hilfe der Gel-Filtration des 
DyeEx 2.0 Spin Kits gemäß den Angaben des Herstellers (DyeEx 2.0 Spin Protocol for Dye-
Terminator Removal, DyeEx™ Handbook, 05/2002). 
 
Arbeitsprotokoll: 
1) Die DyeEx 2.0 Spin-Säulen wurden vorsichtig geschüttelt, damit sich das Gel von den 
Wänden des Gefäßes ablöst.  
2) Der Deckel von jedem Säulchen wurde zu ¼ aufgedreht. 
3) Im Anschluss wurde von jedem Spin-Säulchen ein Teil von dem Boden abgebrochen. 
4) Das Spin-Säulchen wurde danach in ein 2 ml großes Reaktionsgefäß überführt. 
5) Die Säulchen wurden bei 750 x g, 3 min lang abzentrifugiert. 
6) Das Spin-Säulchen wurde vorsichtig auf ein frisches, 1,5 ml großes Reaktionsgefäß 
gegeben. Der Inhalt der Sequenzier-PCR-Probe (ca. 20 μl) wurde im Anschluss 
langsam und vorsichtig in die Mitte des Gels pipettiert. Die Pipettenspitze sollte dabei 
nicht in Berührung mit der Geloberfläche kommen. 
7) Die Zentrifugation wurde danach bei 750 x g für 3 min durchgeführt. 
Die so gereinigte DNA wurde dann bis zur Sequenzierung (siehe Kapitel 3.3.6.4) bei 4,0°C 
aufbewahrt. 
3.3.6.4 DNA-Sequenzierung nach Sanger 
Die Sequenzierung wurde nach der von Frederick Sanger entwickelten enzymatischen 
Kettenabbruchmethode mit einem Kapillarelektrophoresesystem (ABI Prism® 3130xl 
Genetic Analyzer, Applied Biosystems) durchgeführt. Diese Reaktion erfolgte durch 
Einsetzen von Primern (siehe Kapitel 3.3.4 für die Genanalyse der FGFR2-, PIK3R1- und 
EGFR-Gene bzw. Kapitel 3.3.7 für die RAS-Genanalyse), die mit Fluoreszenzfarbstoffen 
markiert wurden. Die gewonnenen Amplifikate wurden im Anschluss von den ungebundenen 
Primern, dNTPs und Salzen befreit (siehe Kapitel 3.3.6.1). 4 µl jedes in Kapitel 3.3.6.3 
gereinigten PCR-Produkts wurden dann mit 15 µl HiDi™-Formamiden (Applied Biosystems, 
California, USA) vermischt und in eine spezielle 96-Well-Reaktionsplatte überführt. Die 
Platte wurde kurz in der Allerga X-15 R Centrifuge (Beckman Coulter GmbH) abzentrifugiert 





und in den ABI PRISM 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Hitachi) gestellt. Nun 
wurde der Sequenziervorgang gestartet. Der ABI PRISM 3130xl Genetic Analyzer saugte für 
jede Probe separat ein gebrauchsfertiges Polymer (POP-7™ Polymer (Sequencing Run 
Module: RapidSeq36_POP7)) über eine Kapillare an. Des Weiteren wurden noch destilliertes 
Wasser und 1x Analyzer-Puffer benötigt. Die Proben wurden zunächst denaturiert, danach auf 
einem Sequenziergel ihrer Länge nach elektrophoretisch aufgetrennt und in beiden sense- und 
antisense-Richtungen für mögliche heterozygote Mutationen analysiert. Die Produkte wurden 
anschließend mittels eines spezifischen Laser-Photometers am Ende des Kapillargels 
quantitativ vermessen. Der Laser konnte die vier Fluoreszenzfarbstoffe voneinander 
unterscheiden, was das Ablesen der Sequenz möglich machte. Das Auswerten der Ergebnisse 
erfolgte mit dem Sequencher 4.9 ™ Programm, das die Rohdaten in Form von farbigen 
Chromatogrammen darstellte (siehe Kapitel 4). Durch Vergleich der PCR-Proben aus dem 
Normal- und Tumorgewebe konnte eine Aussage über den Mutationsstatus der SK gemacht 
werden. 
 
3.3.7   Analyse von RAS-Hotspot-Genmutationen mittels SNaPshot® Multiplex 
System Assay 
Die RAS-Genanalyse der SK wurde mit einem hoch sensitiven SNaPshot® Multiplex System 
Assay (Kompier et al 2010) durchgeführt. 
Interessant für die Studie waren drei DNA-Abschnitte innerhalb der Codons 12, 13 und 61 der 
HRAS-, KRAS- und NRAS-Gene, die sich jeweils in den Exons 2 und 3 jedes der oben 
genannten Gene befinden. Diese Regionen wurden mit Hilfe von ausgewählten Primern 
(Tabelle 5) durch Multiplex-PCR amplifiziert. Anschließend wurden mutationsspezifische 
Primer (Tabelle 5), die mit Didesoxyribonukleotiden markiert waren, zu den einzelnen 
Reaktionen hinzugefügt. Für die Multiplex-PCR wurden 32 µl dH2O, 5 µl 10x Puffer, 3 µl 
MgCl2, 1 µl Primer-Mix (Tabelle 12), 1 µl dNTPs (10 µM) (Fermentas), 5 µl DMSO : dH2O 
(1:1) und 1 µl Taq-Polymerase (Fermentas) mit 2 µl Template-DNA vermischt. Die Reaktion 











Bestandteile des Primer-Mix 
für die Multiplex-PCR 
Stockkonzentration 
(µM) 
Volumen in  
Primer-Mix 
Konzentration in 
Primer-Mix ( µM) 
HRAS Exon 1 Fwd 100 45 0,6 
HRAS Exon 1 Rev 100 45 0,6 
HRAS Exon 2 Fwd 100 25 0,3 
HRAS Exon 2 Rev 100 25 0,3 
KRAS Exon 1 Fwd 100 25 0,3 
KRAS Exon 1 Rev 100 25 0,3 
KRAS Exon 2 Fwd 100 25 0,3 
KRAS Exon 2 Rev 100 25 0,3 
NRAS Exon 1 Fwd 100 25 0,3 
NRAS Exon 1 Rev 100 25 0,3 
NRAS Exon 2 Fwd 100 25 0,3 
NRAS Exon 2 Rev 100 25 0,3 
dH2O  160  
 
Tabelle 12: Primer-Mix für die Multiplex-PCR 
 
Das Programm für die Multiplex-PCR bestand aus den folgenden Schritten: 
 
Schritt RAS 
1.  95.0°C für 5 min 
2.  95.0°C für 45 s 
3.  55.0°C für 45 s 
4.  72.0°C für 45 s 
5.  Gehe zum 2. Schritt, 34 x 
6.  72.0°C für 10 min 
7.  4.0°C für immer 
8.  Ende 
 
Tabelle 13: Programm für die Multiplex-PCR des SNaPshot® Assays 
 
Jede Reaktion wurde mit einer Negativ- und einer Positivkontrolle durchgeführt. Hierzu 
wurde die DNA durch ein entsprechendes Volumen dH2O bzw. Blut-DNA ersetzt. Am Ende 
des PCR-Laufs wurden die Proben mit dem amplifizierten PCR-Produkt auf Eis gestellt. Die 
Produkte der PCR ließen sich elektrophoretisch in einem Agarosegel auftrennen (siehe 
Kapitel 3.3.5).  
Nach der Amplifikation stellen die PCR-Produkte eine Mischung aus doppelsträngiger DNA, 
ungebundenen einzelsträngigen Primern, dNTPs, Enzymen sowie Puffer-Komponenten dar. 
Um diese Elemente von der DNA zu trennen und die PCR-Produkte für die Sanger-
Sequenzierung vorzubereiten, wurden die amplifizierten PCR-Fragmente anschließend mit 
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) und Exonuclease I (Exo I) verdaut. Für diesen Schritt 
wurden 15 µl PCR-Produkt aus der Multiplex-PCR, 3 µl SAP (1U/µl), 2 µl Exo I (verdünnt 
auf 1 U/µl mit 1x Tris-MgCl2 pH 9,0; 1:10 Verdünnung) in einem Gesamtvolumen von 20 μl 





eingesetzt. Die Proben wurden anschließend geschüttelt und im PCR-Gerät bei 37,0°C für 10 
min, danach bei 72,0°C für 15 min inkubiert. Nach Beendigung des Programms wurden sie 
bei 4,0°C gelagert. Die weitere Analyse des Mutationsstatus der Proben erfolgte nach dem 
Herstellerprotokoll von Applied Biosystems (ABI Prism® SNaPshot™ Multiplex Kit 
Protocol 2010) mit dem ABI Prism® SNaPshot® Multiplex Kit (Applied Biosystems, Foster 
City, Callifornia, USA). Das ABI Prism® SNaPshot® Multiplex Kit kann Einzel-Nukleotid-
Polymorphismen („single nucleotide polymorphisms“, SNPs) in einer DNA-Probe 
detektieren. Das Prinzip dieses Kits ist ein unmarkierter Oligonukleotidprimer um ein 
einziges Didesoxyribonukleosidtriphosphat (ddNTP) zu verlängern. In einer Mischung von 
fluoreszent markierten ddNTPs und einer DNA-Polymerase, die den Primer um ein einziges 
Desoxyribonukleosidtriphosphat in 3´-Richtung verlängert, bindet der Primer an der 
Zielsequenz. Für diese Reaktion wurden zwei verschiedene Sets spezifischer Primer 
vorbereitet (Tabelle 5), die nur an den erwünschten Stellen auf dem Template binden und das 
gewünschte Produkt begrenzen. Set 1 untersuchte die folgenden Positionen: 34, 35, 37, 181 
und 182 innerhalb HRAS; 34, 35 und 181 innerhalb KRAS; 34 und 182 von NRAS. Set 2 
umfasste folgende Nukleinbasen-Positionen: 38 und 183 von HRAS; 37, 38, 182 und 183 von 
KRAS; 35, 37, 38, 180, 181 und 183 von NRAS. Die Primer-Mischungen der beiden Sets sind 
in Tabelle 14 und Tabelle 15 detailliert beschrieben. Die SNaPshot®-PCR erfolgte in einem 
Gesamtvolumen von 10 µl. Es wurden 2,5 µl SNaPshot® Ready Reaction Mix, 2,0 µl 5x 
Sequencing Puffer (Tris-MgCl2, pH 9,0), 1,0 µl SNaPshot®-Multiplex-Primer-Mix und 2,5 µl 
nukleasefreies H2O mit 2 µl PCR-Produkt (vorher mit SAP/Exo I verdaut) vermischt.  
 
Bestandteile des Primer-Mix 
für die SNaPshot®-PCR 
Stockkonzentration 
(µM) 
Volumen in  
Primer-Mix 
Konzentration in 
Primer-Mix ( µM) 
HRAS pos 34 fwd 100 25 0,5 
HRAS pos 182 rev 100 7,5 0,15 
KRAS pos 34 rev 100 25 0,5 
HRAS pos 35 rev 100 35 0,7 
NRAS pos 182 fwd 100 25 0,5 
KRAS pos 181 rev 100 10 0,2 
HRAS pos 181 fwd 100 35 0,7 
KRAS pos 35 fwd 100 10 0,2 
HRAS pos 37 rev 100 35 0,7 
NRAS pos 34 fwd 100 10 0,2 
dH2O  282,5  
 
Tabelle 14: Zusammensetzung des SNaPshot®-Multiplex-Primer-Mix für die Detektion der Mutationen 
innerhalb der HRAS-, NRAS- und KRAS-Gene, Set 1 
 





Bestandteile des Primer-Mix 
für die SNaPshot®-PCR 
Stockkonzentration 
(µM) 
Volumen in  
Primer-Mix 
Konzentration in 
Primer-Mix ( µM) 
KRAS pos 37 rev 100 35 0,7 
NRAS pos 181 rev 100 10 0,2 
NRAS pos 37 fwd 100 10 0,2 
KRAS pos 183 rev 100 35 0,7 
KRAS pos 38 fwd 100 10 0,2 
NRAS pos 183 rev 100 25 0,5 
NRAS pos 38 rev 100 25 0,5 
NRAS pos 180 fwd 100 15 0,3 
KRAS pos 182 fwd 100 25 0,5 
HRAS pos 183 fwd 100 15 0,3 
HRAS pos 38 rev 100 25 0,2 
NRAS pos 35 fwd 100 25 0,2 
dH2O  245  
 
Tabelle 15: Zusammensetzung des SNaPshot®-Multiplex-Primer-Mix für die Detektion der Mutationen 
innerhalb der HRAS-, NRAS- und KRAS-Gene, Set 2 
 
Das Programm für die PCR umfasste 25 Zyklen. Die Proben wurden zunächst für 10 s bei 
96,0°C denaturiert, dann für 40 s bei 58,5°C hybridisiert. Die PCR-Produkte wurden bei 
4,0°C aufbewahrt. Zur Entfernung der überschüssigen Didesoxyribonukleotide wurde das 
entstandene Produkt (10 µl Ansatz) mit 1 µl Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) (1U/µL) 
ohne Exo I (würde die SNaPshot®-Primer beschädigen) versetzt. Die Reaktionsmischung 
wurde für 60 min bei 37,0°C in dem Cycler-Gerät inkubiert. Schließlich wurde der Ansatz für 
15 min auf 72,0°C erhitzt und bis zur weiteren Verwendung bei 4,0°C aufbewahrt. Zu jeder 
PCR-Reaktion wurden eine positive Kontrollreaktion mit Kontrolltemplate und eine negative 
Kontrollreaktion ohne Kontrolltemplate angefertigt. Das Ergebnis aus dieser Kontrollreaktion 
wurde mit den Proben des jeweiligen PCR-Laufs abgeglichen. 
Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurde jedes gewonnene Amplifikat mittels ABI Prism® 
3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems) sequenziert (das Prinzip der Sequenzierung 
wurde im Kapitel 3.3.6.4 beschrieben).  
1 µl jedes im Kapitel 3.3.7 gewonnenen PCR-Produkts wurde mit 10 µl HiDi™-Formamiden 
(Applied Biosystems, California, USA) und 0,5 μl GeneScan-120-LIZ Size Standard (Marker) 
vermischt und in eine spezielle 96-Well-Reaktionsplatte überführt. Die Platte wurde kurz 
abzentrifugiert und in den ABI PRISM 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems, 
Hitachi) gestellt. Der Sequenziervorgang wurde gestartet und wie im Kapitel 3.3.6.4 
beschrieben durchgeführt.  
Dieser Schritt der Genanalyse wurde im Zentrum für molekularpathologische Diagnostik am 







4.1   Studiendesign und Vorversuche 
In den Jahren 2009 bis 2011 wurde die Mutationsanalyse der Genkandidaten EGFR, HRAS, 
NRAS, KRAS, PIK3R1 und FGFR2 an der Klinik und Poliklinik für Dermatologie am 
Universitätsklinikum Regensburg durchgeführt. Um den Versuchsaufbau dieser Studie zu 
optimieren und die Zuverlässigkeit der Ergebnisse zu gewährleisten, wurde eine Reihe von 
Vorversuchen durchgeführt. Zunächst wurde, wie zum ersten Mal von Goelz et al beschrieben 
(Goelz et al 1985), doppelsträngige DNA von formalinfixiertem und paraffineingebettetem 
SK-Gewebe isoliert, amplifiziert und später sequenziert. Die Ergebnisse der erhaltenen 
Chromatogramme, die von der Firma GATC zur Verfügung gestellt wurden, waren allerdings 
sehr unbefriedigend und schlecht auswertbar. Aus diesem Grund konzentrierte sich die 
vorliegende Studie auf frische Präparate von dermatologischen Patienten. 14 Patienten 
kaukasischer Herkunft sind in diese Studie eingeschlossen worden. Insgesamt wurden 58 
histologisch gesicherte frische SK-Proben von 8 Männern und 6 Frauen analysiert. Die 
Proben setzten sich aus 54 akanthotischen (93%) und 4 hyperkeratotischen SK (7%) (Tabelle 
6) zusammen. Von jedem dieser Patienten wurden ca. 4 Proben höchster DNA-Qualität und 
DNA-Konzentration in dieser Studie verwendet (siehe Kapitel 3.2).  
4.2   Klinisch-pathologische Charakteristika und Korrelation mit dem 
Mutationsstatus 
Der Altersmedian der beteiligten Patienten lag bei 71 Jahren, mit einer Spanne von 40 bis 86 
Jahren (Tabelle 6). Das mediane Alter der Patienten mit sowie ohne relevante Mutationen war 
mit 72,8 Jahren und 69,2 Jahren vergleichbar. 5 von 14 Patienten wiesen eine onkogene 
Mutation in einer der untersuchten SK auf. Interessant ist die Tatsache, dass die identifizierten 
onkogenen Mutationen besonders oft an den sonnenexponierten Stellen wie dem Rücken, der 
Schulter und der Brust vorkamen (Tabelle 16). Da die Zahl der gefundenen Mutationen 
insgesamt jedoch niedrig war, kann nicht beurteilt werden, ob diese Korrelation tatsächlich 
signifikant ist. 4 von 5 Mutationen betrafen akanthotische SK, die den häufigsten 
histologischen Subtyp der SK darstellen. Die übrigen klinisch-pathologischen Charakteristika 













Alter Geschlecht Histologischer 
Subtyp 
Lokalisation Mutation 
2 8 73 m Akanthotische SK Rückenmitte rechts HRAS c.37G˃C 
3 18 67 w Akanthotische SK intermammär HRAS c.37G˃C 
3 19 67 w Akanthotische SK skapulär rechts EGFR c.2573T˃G 
5* 24 64 w Akanthotische SK skapulär links PIK3R1 p.F392F 
5* 25 64 w Akanthotische SK skapulär links PIK3R1 p.F392F 
5* 26 64 w Akanthotische SK Rückenmitte rechts PIK3R1 p.F392F 
5* 27 64 w Pigmentierte 
akanthotische SK 
skapulär rechts PIK3R1 p.F392F 
7 35 72 m Hyperkeratotische 
akanthotische SK 
Rücken lumbal mittig HRAS c.182A˃T 
12 49 75 w Akanthotische SK skapulär links HRAS c.182A˃T 
13 52 77 m Akanthotische SK subskapulär links KRAS c.35G˃T 
 
Tabelle 16: Klinisch-pathologische Charakteristika der seborrhoischen Keratosen mit onkogenen 
Mutationen 
 
Aufgeführt sind das Alter und das Geschlecht (m: männlich, w: weiblich) der Patienten während der Kürettage 
der SK mit identifizierten Mutationen, der histologische Subtyp und die Lokalisation der SK sowie die 
gefundenen Mutationen. 
* bei der PIK3R1-Mutation p.F392F handelt es sich um einen Einzel-Nukleotid-Polymorphismus im Exon 9, 
Codon 392, der keine Änderungen der Aminosäuresequenz verursachte und somit keinen Effekt auf die Struktur 
und Funktion des PIK3R1-Proteins zeigte. Somit gehört er nicht zu den signifikanten Genmutationen in dieser 
Studie.  
 
Tabelle 17 verschafft einen Überblick der gefundenen Mutationen bei den 58 SK dieser 
Studie. 
 




EGFR 21 Punktmutation c.2573T˃G p.L858R 1/58 (2%) 
HRAS 2 Punktmutation c.37G˃C p.G13R 2/58 (3%) 
HRAS 3 Punktmutation c.182A˃T p.Q61L 2/58 (3%) 




c.1176C˃T p.F392F 4/58 (7%) 
 














4.3   Analyse von EGFR-Mutationen bei seborrhoischen Keratosen 
Die EGFR-Genanalyse umfasste 58 Proben von SK, die durch die Sanger-Methode direkt 
sequenziert wurden. Es wurden die am häufigsten vorkommenden EGFR-Genmutationen 
analysiert, die sich in den Exons 18, 19 und 21 befinden (Cosmic Database). Diese 
Mutationen wurden bei einer Vielzahl von malignen Tumoren beschrieben (siehe Kapitel 
1.3.2.1). Von großem Interesse waren außerdem die möglichen Mutationen innerhalb des 
Exons 3, die bereits früher bei den SK demonstriert wurden (Hafner et al 2010b). Bei der 
Analyse wurde eine Punktmutation (1/58; 2%) identifiziert. Sie liegt innerhalb des Exons 21 
und stellt nach der Cosmic Database die häufigste Punktmutation des EGFR-Gens dar. Es 
handelt sich um die Punktmutation p.L858R (c.2573T˃G) im Codon 858, die durch die 
Transversion CTG → CGG gekennzeichnet ist und einen Austausch der Aminosäure Leucin 
durch Arginin verursacht (Tabelle 17, Abbildung 8). Diese Aberration wurde zum ersten Mal 
bei einer SK demonstriert. Um herauszufinden, ob es sich in diesem Fall um eine somatische 
oder eine Keimbahn-Mutation handelt, untersuchten wir die übrigen drei SK-Proben 
desselben Patienten. Diese zeigten keine Änderung in der Aminosäuresequenz. Die entdeckte 
Punktmutation stellt somit eine somatische Mutation dar. Um Artefakte sicher 
auszuschließen, wurde die Probe mit der identifizierten Mutation ein zweites Mal amplifiziert 
und anschließend erneut sequenziert. Im Gegensatz zu der Studie von Hafner et al (Hafner et 
al 2010b) zeigte Exon 3 keine Mutation. 
 
 
Abbildung 8 illustriert die somatische EGFR-
Punktmutation c.2573T>G (p.L858R) (Pfeil), 
identifiziert bei Patient Nr. 3, in SK-Probe 19 (Tabelle 
6). Sie wurde im Codon 858 entdeckt und zum ersten 
Mal bei einer SK beschrieben. Bei dieser Mutation 
wird die Aminosäure Leucin durch die Aminosäure 
Arginin innerhalb der Tyrosinkinase-Domäne des 
EGFR-Gens ersetzt. Der zweite Teil der Abbildung 




Abbildung 8: Darstellung der somatischen EGFR-






4.4   Analyse der RAS-Genmutationen bei seborrhoischen Keratosen 
Die RAS-Genanalyse wurde mit einem hoch sensitiven modifizierten SNaPshot® Multiplex 
Assay durchgeführt. Mittels zwei Sets mit spezifischen Primern (siehe Kapitel 3.3.7, Tabelle 
5) wurden die am häufigsten vorkommenden HRAS-, KRAS- und NRAS-Hotspot-Mutationen 
(HRAS G12V, KRAS G12D, NRAS Q61L, KRAS G12V, KRAS G12S, KRAS G12C, KRAS 
Q61K, HRAS G13R, HRAS Q61L, HRAS Q61R, NRAS Q61R, KRAS G13D, NRAS G12V, 
NRAS Q61K und KRAS Q61L) analysiert. Sie befinden sich in den Exons 2 und 3 des 
jeweiligen Gens. Die Proben zeigten 3 verschiedene Genmutationen in 5 verschiedenen SK-
Proben von unterschiedlichen Patienten (5/58, 9%): c.37G>C (p.G13R) - und c.182A>T 
(p.Q61L) -Punktmutation innerhalb des HRAS-Gens (Abbildung 9 und 10), sowie c.35G>T 
(p.G12V) -Punktmutation im Bereich des KRAS-Gens (Abbildung 11). Zwei SK-Proben 
(Probe Nr. 8 von Patient Nr. 2 und Probe Nr. 18 von Patient Nr. 3) zeigten die Punktmutation 
c.37G>C (p.G13R) im HRAS-Gen, innerhalb des Codons 13. In diesem Fall wird die 
Aminosäure Glycin durch die Aminosäure Arginin ersetzt. Um falsch-positive 
Punktmutationen auszuschließen, wurden zwei voneinander unabhängige PCR-
Untersuchungen durchgeführt. Mittels Analyse der Proben desselben Patienten wurde 
nachgewiesen, dass die Punktmutation c.37G>C (p.G13R) in dem Fall eine somatische 
Mutation darstellte. Als Nächstes wurde eine c.182A>T (p.Q61L) -Punktmutation innerhalb 
des HRAS-Gens identifiziert. Sie befand sich im Exon 3 und ist durch einen 
Aminosäureaustausch von Glutamin durch Leucin innerhalb des Codons 61 gekennzeichnet. 
Diese lag in den SK der Patienten 7 und 12 vor, und zeigte sich als somatische Mutation. Die 
beiden Punktmutationen c.37G>C (p.G13R) und c.182A>T (p.Q61L) wurden zum ersten Mal 
bei der SK beschrieben. Die dritte Mutation – c.35G>T (p.G12V) – befand sich im Codon 12 
des KRAS-Gens und verursacht einen Austausch der Aminosäure Glycin durch Valin. Diese 
Mutation wurde auf der Basis der Analyse aller Proben desselben Patienten als somatisch 
verifiziert. Die Tabelle 17 gibt einen Überblick über die identifizierten Mutationen. In der 
vorliegenden Studie wurden weiterhin Exon 2 und 3 des NRAS-Gens untersucht. Es zeigten 








Die Abbildung zeigt die somatische HRAS-Punktmutation c.37G>C 
(p.G13R) (Pfeil), gefunden bei Patient Nr. 3, in Probe 18. Sie wurde im 
Codon 61 entdeckt und zum ersten Mal bei einer SK beschrieben. Zum 
















Abbildung 10 illustriert die bei SK-Probe Nr. 35 gefundene HRAS-
Punktmutation c.182A˃T (p.Q61L). Der Pfeil zeigt die Änderung der 
Basenabfolge von Adenin zu Thymin (oben) gegenüber der Wildtyp-
Sequenz (unten), welche in einer Veränderung der Aminosäuresequenz 
(Primärstruktur) resultiert. Die Aminosäure Glutamin wird durch die 














Abbildung 9: Darstellung der HRAS-Punktmutation p.G13R, 
identifiziert in der SK-Probe Nr. 18 von Patient Nr. 3 
 
Abbildung 10: Darstellung der HRAS-Punktmutation p.Q61L in 







Abbildung 11 zeigt die KRAS-Punktmutation p.G12V bei Patient Nr. 
13 im Codon 12, innerhalb des Exons 2 (Gly → Val) auf, die nur in 
dem Tumorgewebe (oben) vorhanden war. Zum Vergleich ist die 













4.5   Analyse von PIK3R1-Mutationen bei seborrhoischen Keratosen 
Die 58 SK-Proben wurden zusätzlich auf Genmutationen innerhalb des PIK3R1-Gens 
untersucht. Für die Analyse der Proben verwendeten wir ein standardisiertes Protokoll (siehe 
Kapitel 3.3.4.2) mit spezifisch ausgewählten Primerpaaren (Tabelle 4). Analysiert wurden die 
häufigsten Mutationen in den Exons 9, 10, 12 und 13 (G376R, E439del, KS459delN, D560Y, 
DKRMNS560del, N564K, R574fs, T576del und W583del) laut Cosmic Database. Interessant 
ist die Tatsache, dass alle 4 Proben des Patienten 5 einen Einzel-Nukleotid-Polymorphismus 
(c1176C˃T; p.F392F) innerhalb des Exons 9, im Codon 392 zeigten (Abbildung 12). Die 
Aminosäuresequenz (Primärstruktur) in dieser Region blieb unverändert, was zu keiner 
Änderung der Struktur des PIK3R1-Proteins führte. Zur Bestätigung des Mutationsstatus 
wurden die Proben erneut durch eine unabhängige PCR amplifiziert und mittels Sanger-
Methode analysiert. 
Die genaue Aufstellung aller relevanten Mutationen ist in Tabelle 16 und Tabelle 17 






Abbildung 11: Darstellung der KRAS-Punktmutation p.G12V in der 







Abbildung 12 stellt einen Einzel-Nukleotid-
Polymorphismus innerhalb des PIK3R1-Gens dar 
(Pfeil). Diese „stille Mutation“ fand sich in allen 4 
Proben (Probe Nr. 24-27) des Patienten 5, was für 
einen Keimbahn-Polymorphismus sprach. Zum 









4.6   FGFR2-Mutationsstatus bei seborrhoischen Keratosen 
FGFR3 kodiert für eine transmembran liegende Rezeptor-Tyrosinkinase. Für den FGFR3 
wurden bereits in früheren Studien onkogene somatische Mutationen v.a. an den Positionen 
248, 372, 373, 375, 393 und 652 in den Codons 7, 10 und 15 identifiziert (Hafner et al 
2010b). Gain-of-function Mutationen innerhalb des FGFR3-Gens wurden bei skelettalen 
Dysplasiesyndromen (de Ravel et al 2005, Gorry et al 1995, Jabs et al 1994, Park et al 1995, 
Passos-Bueno et al 1999, Przylepa et al 1996, Rutland et al 1995, Wilkie et al 1995), 
multiplem Myelom (Chesi et al 1997, Chesi et al 2001) sowie Harnblasen- und Ovarial-
Karzinomen (Billerey et al 2001, Cappellen et al 1999) beschrieben. Experimentelle Studien 
haben gezeigt, dass die genetische Struktur des FGFR3 zu 65% der des FGFR2 entspricht. 
Analog zu den onkogenen Mutationen bei FGFR3, die v.a. in der extrazellulären Domäne der 
Linker-Region zwischen der Ig-like Domäne II und III lokalisiert sind, konzentrierten sich 
unsere Analysen auf die onkogenen Mutationen innerhalb der Exons 7, 9, 12 und 14 des 
FGFR2-Gens. Mit der Auswahl der Primer (Tabelle 4) wurde versucht, die Hotspot-
Mutationen von FGFR2 zu erfassen. Die DNA wurde amplifiziert, danach direkt durch 
Sanger-Technik sequenziert (siehe Kapitel 3.3.6.2 – 3.3.6.4) und mittels Sequencing 
Programm mit dem Wildtyp verglichen und ausgewertet. Die Experimente zeigten jedoch 
keine onkogenen Mutationen innerhalb des FGFR2 bei den 58 SK. 
Abbildung 12: Einzel-Nukleotid-Polymorphismus 
(c1176C˃T; p.F392F) innerhalb des Exons 9, 
Codon 392 des PIK3R1-Gens bei Patient Nr. 5 





5 Zusammenfassende Diskussion und Ausblick 
Die seborrhoischen Keratosen (SK), auch synonym als Verrucae seborrhoicae seniles, 
Alterswarzen, Basalzellakanthome, Basalzellpapillome, benigne Akanthokeratosen oder 
seborrhoische Warzen bezeichnet, stellen häufig vorkommende benigne epidermale Tumoren 
der Haut dar, denen der Dermatologe oft in seinem Alltag als Nebenbefund begegnet (Furue 
et al 2011, Hafner und Vogt 2008, Yeatman et al 1997). Sie zeichnen sich durch eine große 
morphologische Variationsbreite aus. 
Anhand der vorliegenden Arbeit konnte demonstriert werden, dass es neben den bereits 
beschriebenen weitere bisher unentdeckte onkogene Mutationen innerhalb der Gene EGFR 
und HRAS gibt, die in die Pathogenese der SK involviert sind. 
Signaltransduktionswege sind in zahlreiche Zellprozesse involviert. Mit ihrer Aktivierung 
können extrazelluläre Signale Reaktionen in der Zelle hervorrufen. Die RAS-Raf-MAPK-
Kaskade steuert vor allem Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Apoptose und das Überleben 
der Zelle. Die Kaskade besteht aus mehreren intrazellulären Komponenten – Protein- 
(Serin/Threonin)-Kinasen, auch als mitogen-aktivierte Protein-Kinasen (MAPK) bezeichnet, – 
die sich gegenseitig durch Phosphorylierung aktivieren. Dieser Prozess wird durch ein 
extrazelluläres Signal in Form von Wachstumsfaktoren wie z.B. EGF, FGF, VEGF, PDGF 
oder Hormone getriggert (Sridhar et al 2005). Dadurch wird ein Signalmolekül erzeugt, das an 
der Zelloberfläche an eine Rezeptor-Tyrosinkinase bindet (Abbildung 4). Die Rezeptor-
Tyrosinkinase ist ihrerseits an dem Grb2-Protein gebunden, das die Aktivierung des SOS-
Faktors (ein GTP/GDP-Austausch-Faktor) kontrolliert. Als Folge beobachtet man den 
Übergang der inaktiven GDP-gebundenen Form des RAS-Proteins in seine aktive GTP-
gebundene Form (Hilger et al 2002). Als nächster Schritt in der Signaltransduktionskaskade 
wird die MAPK-Kinase aktiviert. Sie phosphoryliert und aktiviert MAPK, die wiederum mehr 
als 50 bisher identifizierte Substrate hat (Hilger et al 2002). Zu diesen gehören z.B. 
Wachstumsfaktorrezeptoren, Transkriptionsfaktoren, Phospholipasen, Proteine des 
Zytoskeletts, und andere Proteine, die im Zytosol oder im Nukleus lokalisiert sind. Die 
freigesetzten Signalmoleküle erreichen z.B. den Nukleus, wo sie die Genexpression durch 
Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren kontrollieren. Die extrazellulären Signale 
werden somit in Zellreaktionen umgesetzt. Die onkogenen Mutationen resultieren in einer 
konstitutiven Aktivierung von essentiellen Signalkaskaden, die unabhängig von der 
Ligandenbindung stimuliert werden. Solche Mutationen werden als „hallmarks“ von Tumoren 
bezeichnet (Hanahan und Weinberg 2011). Interessanterweise wurden durch aktuelle Studien 





onkogene Mutationen nachgewiesen, die sowohl bei benignen als auch malignen Tumoren 
vorkommen können. Beispiel dafür sind die onkogenen BRAF-Mutationen. Studien 
demonstrierten, dass sie sowohl bei benignen melanozytären Naevi als auch bei malignen 
Melanomen vorhanden sind (Dankort et al 2009, Pollock et al 2003). Es ist zwar möglich, 
dass sich die melanozytären Naevi in ein malignes Melanom umwandeln, die meisten bleiben 
jedoch benigne, weil sie eine Onkogen-induzierte Seneszenz zeigen (Michaloglou et al 2005). 
SK stellen einen benignen Tumor ohne relevantes Entartungspotential dar. Trotz ihrer 
genetischen Stabilität (Hafner et al 2010b, Hallermann et al 2004) zeigen diese epidermalen 
Hauttumoren multiple onkogene Mutationen, in 50% der Fälle wurden sogar gleichzeitig zwei 
onkogene somatische Mutationen nachgewiesen (Hafner et al 2010b). Im Gegensatz zu den 
benignen melanozytären Naevi spielt bei den SK die Onkogen-induzierte Seneszenz keine 
Rolle. Der genaue Wirkungsmechanismus, der die SK vor dem malignen Progress schützt, ist 
noch unbekannt. Die genetische Stabilität sowie die fehlenden genetischen Alterationen in 
Tumor-Suppressor-Genen könnten hier eine wichtige Rolle spielen (Hafner et al 2010b). 
Basierend auf diesen Überlegungen kann man behaupten, dass die onkogenen Mutationen 
nicht die einzige Voraussetzung sind, die zu Malignität und Tumorprogress führt (Lazebnik 
2010, Woodman und Mills 2010). Die Mutationen können jedoch als Triggerfaktoren, wenn 
sich der maligne Tumor in seiner Manifestationsphase befindet, eine Rolle spielen. 
Die SK stellt mit ihrer hohen Prävalenz beim Menschen sowie ihrer guten Zugänglichkeit ein 
perfektes Modell dar, um die Inzidenz und die Funktion von onkogenen Mutationen in 
benignen Tumoren zu untersuchen. Das Ziel dieser Studie war, neue onkogene Mutationen in 
ausgewählten Genen bei den humanen SK zu identifizieren. Anhand der früher 
durchgeführten experimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass in ca. 89% der 
untersuchten SK onkogene Mutationen vorhanden sind, die eine Aktivierung des RAS-Raf-
MAPK- und PI3K-AKT-Signalwegs verursachen können (Hafner et al 2010b).  
Rezeptor-Tyrosinkinasen wie EGFR sind signifikante Komponenten dieser 
Signaltransduktionswege. Ihre Beteiligung an der Tumorzellproliferation sowie der 
Tumorprogression ist erwiesen. Darum ist das Wissen um die Eigenschaften und die Funktion 
der Rezeptor-Tyrosinkinase EGFR ein wichtiger Angriffspunkt bei dem Verständnis und der 
Therapie von malignen Tumoren. Änderungen in deren Struktur durch onkogene Mutationen 
wurden in zahlreichen malignen Tumoren beschrieben. Dazu gehören das Mamma-Karzinom 
(Teng et al 2011), das nicht-kleinzellige Lungenkarzinom (Kato et al 2010, Tapia et al 2009), 
das Glioblastom (Wong et al 1987), das kolorektale Karzinom (Lankiewicz et al 2008), das 
Prostatakarzinom (Peraldo-Neia et al 2011), das epitheliale Ovarialkarzinom (Maihle et al 





2002), das Plattenepithelkarzinom der Haut (Mauerer et al 2011) und andere Neoplasien. Die 
Mehrzahl der identifizierten EGFR-Genmutationen befindet sich innerhalb der Exons 18, 19 
und 21. Wenig erforscht sind die Prävalenz und die Bedeutung dieser onkogenen Mutationen 
in benignen Läsionen. Eine frühere Studie von Hafner et al (Hafner et al 2010b) demonstrierte 
eine aktivierende somatische onkogene EGFR-Mutation im Exon 3 (R108K) in einer von 14 
SK. Durch das verwendete OncoCarta® Panel wurden jedoch nicht alle Hotspot-
Lokalisationen innerhalb des EGFR-Gens abgedeckt. In der vorliegenden Studie 
konzentrierten wir uns auf die Exons 3, 18, 19 und 21. Wir fanden eine aktivierende EGFR-
Punktmutation, p.L858R (c.2573T˃G), in einer akanthotischen SK. Diese wurde zum ersten 
Mal in einem benignen Tumor identifiziert und beschrieben. Diese Punktmutation gehört zu 
den häufigsten onkogenen EGFR-Mutationen und kommt in einer Vielzahl von malignen 
Tumoren vor, wie z.B. dem Lungenkarzinom, dem Ösophaguskarzinom oder dem 
Mammakarzinom (Cosmic Database). In Studien förderte diese Mutation die Suppression der 
proapoptotischen Zellsignale (Kumar et al 2008, Sordella et al 2004). Im Gegensatz zu der 
früheren Studie von Hafner et al (Hafner et al 2010b) konnten wir keine onkogenen 
Mutationen innerhalb des Exons 3 nachweisen. Unsere Ergebnisse zeigen, dass die 
somatische EGFR-Punktmutation p.L858R eine signifikante, jedoch wohl aber seltene 
Mutation bei der SK ist. 
Die onkogenen somatischen RAS-Mutationen sind in ca. 30% der humanen Tumoren präsent 
(Schubbert et al 2007). Sie sind sowohl in malignen Tumoren wie dem duktalen 
Adenokarzinom des Pankreas (Caldas und Kern 1995), dem Magenkarzinom (Chen et al 
2011), dem Kolonkarzinom, dem Gallenblasenkarzinom (Kim et al 2000), dem nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinom (Krypuy et al 2006), dem hepatozellulären Karzinom (Newell 
et al 2009), dem Harnblasenkarzinom (Kompier et al 2010), dem Zervixkarzinom, dem 
Schilddrüsenkarzinom (Milasin et al 1993), dem Basalzellkarzinom, dem spinozellulären 
Karzinom (Daya-Grosjean et al 1993), als auch in benignen Läsionen wie dem 
Keratoakanthom (Corominas et al 1989), dem Spitz Naevus (Da Forno et al 2009, van Engen-
van Grunsven et al 2010), dem keratinozytischen epidermalen Naevus (Bourdeaut et al 2010, 
Hafner et al 2011, Hafner et al 2012), dem Naevus sebaceus (Groesser et al 2012b) sowie in 
lichenoiden Keratosen (Groesser et al 2012a) vorhanden. KRAS- und HRAS-Mutationen 
wurden weiterhin bei den SK beobachtet. Die Prävalenz der onkogenen KRAS-Mutationen in 
der Studie von Hafner et al (2010) lag bei 20%, die der HRAS-Mutationen bei 3% der 
untersuchten SK (Hafner et al 2010b). Die Genanalyse umfasste nur wenige SK, so dass eine 
weitere Untersuchung notwendig war, um die Rolle dieser Mutationen in der Ätiologie der 





SK zu untersuchen. Die vorliegende Arbeit analysierte weitere signifikante Genloci der RAS-
Genfamilie in den SK. Die Experimente wurden mithilfe eines hoch sensitiven SNaPshot® 
Multiplex Assays durchgeführt (siehe Kapitel 3.3.7). Anhand dieser Studie wurden insgesamt 
5 onkogene RAS-Mutationen unter den 58 untersuchten Hauttumoren (5/58, 9%) identifiziert. 
Eine KRAS-Mutation p.G12V (c.35G˃T) befand sich in Probe Nr. 52 (Tabelle 6), somit lag 
die Prävalenz der KRAS-Mutationen in unserer Studie deutlich niedriger im Vergleich zu der 
Studie von Hafner et al (Hafner et al 2010b). Jedoch zeigt sich die KRAS-Mutation p.G12V 
häufiger in den malignen humanen Tumoren. Laut Cosmic Database kommt sie in Tumoren 
wie dem Pankreaskarzinom, dem Lungenkarzinom, dem Ovarialkarzinom oder dem 
Harnblasenkarzinom vor. Interessante Erkenntnisse auf diesem Gebiet demonstrierte auch die 
Studie von Daya-Grosjean et al (1993), die die KRAS-Mutation p.G12V bei den nicht 
melanozytären Hauttumoren Basalzellkarzinom und Plattenepithelkarzinom beschrieb (Daya-
Grosjean et al 1993). Inwieweit jedoch die KRAS-Mutation p.G12V Einfluss auf die 
Entwicklung der SK nimmt, ist unbekannt. 
Weitere Untersuchungen erfolgten im Bereich der Codons 12, 13 und 61 des HRAS-Gens, wo 
wir 4 onkogene Mutationen bei den 58 SK (7%) identifizierten. Diese Mutationen zeigten 
eine höhere Frequenz im Vergleich zur früheren Studie von Hafner et al (Hafner et al 2010b). 
Die beiden HRAS-Mutationen p.G13R (c.37G˃C) und p.Q61L (c.182A˃T) sind in dieser 
Studie zum ersten Mal bei den SK beschrieben worden. Die onkogene HRAS-Mutation 
p.G13R wurde bei einer Vielzahl von malignen Tumoren wie unter anderem dem 
Schilddrüsenkarzinom, dem Plattenepithelkarzinom der Haut, dem Harnblasenkarzinom, dem 
Nierenkarzinom oder dem Prostatakarzinom demonstriert (Cosmic Database). Sie stellt 
außerdem die häufigste Mutation im Naevus sebaceus dar (Groesser et al 2012b). Die 
p.Q61L-Punktmutation wurde in Tumorzellen des malignen Melanoms, des 
Plattenepithelkarzinoms der Haut, des Prostatakarzinoms, des Urothelkarzinoms, des 
Lungenkarzinoms u.a. (Cosmic Database) beobachtet. Die beiden gefundenen onkogenen 
somatischen Mutationen beteiligen sich somit sowohl an Prozessen, die zu gutartigen 
Tumoren führen, spielen aber auch in malignen Tumoren eine signifikante Rolle. Aus diesem 
Grund präsentieren sie ein interessantes Gebiet für die Tumorgrundlagenforschung und 
bedürfen weiterer Untersuchungen. 
Unter Berücksichtigung der Tatsache, dass NRAS-Mutationen in niedriger Prävalenz in den 
keratinozytischen epidermalen Naevi vorhanden sind, die eine sehr ähnliche Histopathologie 
zu der SK zeigen, haben wir versucht, NRAS-Mutationen in den SK nachzuweisen. Hotspot-
Mutationen innerhalb des NRAS-Gens waren in den ausgewählten Hauttumoren jedoch 





abwesend (Tabelle 6). Ob Mutationen an anderen nicht untersuchten Loci in diesem Gen in 
der Ätiologie der SK eine Rolle spielen, bleibt noch ungewiss. 
Ein weiteres Untersuchungsobjekt dieser Doktorarbeit stellte das FGFR2-Gen dar. Die 
Fibroblast-Wachstumsfaktor-Rezeptor-Genfamilie ist ein wichtiger Regulator der frühen 
embryonalen Entwicklung, Morphogenese, Angiogenese, Wundheilung und der 
Tumorigenese (McKeehan et al 1998, Yamaguchi und Rossant 1995). Gain-of-function 
FGFR3-Mutationen wurden sowohl in benignen als auch in malignen Tumoren, wie z.B. dem 
multiplen Myelom, Harnblasenkarzinom, Zervixkarzinom (Cappellen et al 1999), 
epidermalen Naevus (Hafner et al 2006b, Hafner et al 2006c, Hafner et al 2007c, Toll und 
Real 2008) und der SK (Hafner et al 2006a, Hafner et al 2006c, Hafner et al 2007a, Hafner et 
al 2007b, Hafner et al 2008, Hafner et al 2010a, Hafner et al 2010b, Logie et al 2005) 
identifiziert. Unter Berücksichtigung der Tatsache, dass 65% der molekularen Struktur des 
FGFR3-Gens der des FGFR2-Gens entspricht, sowie unter der Vermutung, dass FGFR2 eine 
signifikante Rolle in der Pathogenese der SK spielt, suchten wir analog zu den bisher 
gefundenen FGFR3-Mutationen nach Hotspot-Mutationen innerhalb des FGFR2-Gens in den 
Exons 7, 9, 12 und 14. Die Analyse zeigte keine Mutationen in diesen Genloci, was nahelegt, 
dass FGFR2-Mutationen keine wesentliche Bedeutung in der Pathogenese der SK haben. 
Untersucht wurde auch die Funktion des PIK3R1-Gens in der Ätiologie der SK. Im Gegensatz 
zu den multiplen Mutationen, die in ca. 50% der Fälle im PIK3CA (katalytische Untereinheit 
der PI3K) der SK nachgewiesen wurden, zeigte PIK3R1 keine onkogenen Punktmutationen. 
Dies führt zu dem Schluss, dass Mutationen in der regulatorischen PI3K-Untereinheit kaum 
Einfluss auf die Entwicklung der SK haben. Interessant für die Studie waren außerdem 4 SK-
Proben des Patienten Nr. 5, die einen Einzel-Nukleotid-Polymorphismus (p.F392F, 
c.1176C˃T) enthielten. Der Einzel-Nukleotid-Polymorphismus lag im Exon 9, Codon 392 des 
PIK3R1-Gens und verursachte keine Änderung in der Aminosäuresequenz, was zu keiner 
Änderung der Struktur des PIK3R1-Proteins führte. Es ist jedoch noch nicht klar, ob dieser 
Einzel-Nukleotid-Polymorphismus von sonstiger Relevanz für die Proteinfunktion ist. 
Zusammenfassend wird durch diese Studie deutlich, dass onkogene HRAS-, KRAS- und 
EGFR-Mutationen in die molekulare Pathogenese der SK involviert sind, die aber im 
Vergleich zu FGFR3- und PIK3CA-Mutationen in niedriger Frequenz vorkommen. Es bleibt 
bisher unklar, weshalb diese onkogenen Mutationen in bestimmten Organsystemen maligne 
Tumoren hervorrufen können, während sie in der Haut gutartige SK ohne  
Malignitätspotential induzieren. Weitere Untersuchungen zu dieser Fragestellung sind 
wünschenswert. 
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7.1   Abkürzungsverzeichnis 
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dNTP   Desoxyribonukleosidtriphosphat (engl.: deoxynucleoside triphosphate) 
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FGF Fibroblast Wachstumsfaktor (engl.: fibroblast growth factor) 
FGFR2 Fibroblast Wachstumsfaktor Rezeptor 2 (engl.: fibroblast growth factor 
receptor 2) 
FGFR3 Fibroblast Wachstumsfaktor Rezeptor 3 (engl.: fibroblast growth factor 
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PCR Polymerasekettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction) 
PI3K Phosphoinositid-3-Kinase (engl.: phosphatidylinositol 3-kinase) 
PIK3CA (engl.: catalytic p110-alpha subunit of class 1 phosphatidylinositol 3-
kinase) 
PIK3R1 (engl.: regulatory p85-alpha subunit 1 of class 1 phosphatidylinositol 3-
kinase) 
RAS (engl.: family of proteins, involved in cellular signal transduction; abbr. 
stands for rat sarcoma) 
rpm Umdrehungen pro Minute (engl.: revolutions per minute) 
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SK seborrhoische Keratose(n) 
T Thymin (Pyrimidinbase) 
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Low Incidence of Oncogenic EGFR, HRAS, and KRAS
Mutations in Seborrheic Keratosis
Ivelina A. Georgieva,*† Andreas Mauerer,* Leopold Groesser,* Eva Herschberger,*
Charalampos Aslanidis,‡ Wolfgang Dietmaier,§ Michael Landthaler,* and Christian Hafner*
Abstract: Seborrheic keratosis (SK) represents a frequent epider-
mal skin tumor. Although lacking a malignant potential, these
tumors reveal multiple oncogenic mutations. A previous study
identiﬁed activating mutations in 89% of SK, particularly in FGFR3
and PIK3CA genes. The aim of this study was to identify further
oncogenic mutations in human SK. Therefore, we screened for mu-
tations in EGFR, FGFR2, PIK3R1, HRAS, KRAS, and NRAS genes
using both Sanger sequencing of selected exons and a multiplex
SNaPshot assay in 58 SK of 14 patients. We identiﬁed a somatic
EGFR p.L858R mutation in 1 SK. Furthermore, the HRAS mutations
p.G13R (2/58 SK) and p.Q61L (2/58 SK) were found. These muta-
tions have not been described in human SK yet. In addition, 1 SK
revealed the KRAS p.G12V mutation, which has already been reported
in SK. No mutations were detected in FGFR2, PIK3R1, and NRAS
genes. The results of this study suggest that activating mutations of
EGFR, HRAS, and KRAS contribute to the pathogenesis of human SK,
although at a lower frequency than FGFR3 and PIK3CA mutations.
FGFR2, PIK3R1, and NRAS mutations obviously do not have a signif-
icant role in the development of SK.
Key Words: EGFR, RAS, PIK3R1, FGFR2, seborrheic keratosis,
oncogenic mutation
(Am J Dermatopathol 2014;36:635–642)
INTRODUCTION
Seborrheic keratoses (SK), also referred to as verrucae
seborrhoicae, seborrheic warts, senile keratoses, basal cell
acanthomas or verrucae seniles, represent one of the most
common benign epidermal tumors of the human skin.1 Their
clinical appearance is characterized by well-circumscribed,
round or oval-shaped, ﬂat or elevated light to dark pigmented
skin lesions with a typical diameter of 0.5–1 cm. Their
incidence increases with age. In some cases, a familial pre-
disposition seems to exist.1–3 Despite their lack of malignant
potential, SK harbors multiple oncogenic mutations. A previ-
ous study identiﬁed activating mutations of FGFR3, PIK3CA,
HRAS, KRAS, AKT1, and EGFR in 89% of the lesions.4 Thus,
SK represents a perfect model tumor to study the molecular
mechanisms preventing malignant progression of tumors in the
presence of multiple oncogenic mutations.
Because in the previous study 11% of SK still revealed
a wild-type status for the investigated gene loci,4 we screened
additional candidate genes to identify novel oncogenic muta-
tions and to get a more comprehensive mutational spectrum
of human SK. PIK3R1 and FGFR2 represent 2 candidate
genes for human SK. The phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K) gene comprises PIK3CA that encodes the catalytically
active p110a subunit and PIK3R1 encoding the p85a regula-
tory subunit. The enzyme is involved in fundamental cellular
functions including cell survival, growth, proliferation, pro-
tein synthesis, mitosis, and motility.5 Previous studies identi-
ﬁed PIK3CA mutations in up to 50% of human SK.4,6
Oncogenic PIK3R1 mutations have been demonstrated in sev-
eral malignant tumors, including urothelial carcinoma,7 ovar-
ian and colon cancer,8 and glioblastoma.9
Mutations in FGFR3 are the most frequent mutations
identiﬁed in SK.4 FGFR2 [also referred to as Keratinocyte
Growth Factor (KGF)] shares 65% of the molecular structure
with FGFR3.10 FGFR2 is expressed in keratinocytes und
involved in important cellular functions.11 FGFR2 mutations
have been identiﬁed in endometrial carcinoma, cervical car-
cinoma,12,13 lung squamous cell carcinoma,13,14 gastric carci-
noma,15 and malignant melanoma16 and in the germline of
patients with Crouzon,17–19 Jackson Weiss,20,21 Pfeiffer,18,22
Apert,23 and Beare–Stevenson syndromes.24,25
Based on these considerations, we screened human SK
for potential mutations in PIK3R1 and FGFR2. In addition to
these genes, we analyzed the SK for potential EGFR and RAS
gene mutations. Oncogenic EGFR, HRAS, and KRAS muta-
tions had been already identiﬁed in SK previously, but these
analyses were limited only to a small number of SKs and to
a few hotspot regions covered by the OncoCarta panel v1.0.4
MATERIALS AND METHODS
Sample Acquisition
From 2009 to 2011, 58 SKs from 14 white patients
(8 male and 6 female) were collected at the Department of
Dermatology, University of Regensburg. The SK underwent
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routine histopathological examination at the Department of
Dermatology, University of Regensburg. Written informed
consent was obtained from the patients. The study was
approved by the local ethics committee of the University of
Regensburg and performed according to the Declaration of
Helsinki.
One half of each SK was immediately frozen after
curettage and stored at 2808C, and the other half underwent
a routine histopathological diagnostic procedure. Clinicopath-
ological data of the patients and SKs are shown in Table 1.
The median patient age at the time of SK removal was
71 years (range 40–86 years). The histological subtypes
included 54 acanthotic SKs and 4 hyperkeratotic SKs. Geno-
mic DNA was extracted from the fresh-frozen tissue samples
with the QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
according to the manufacturer’s instructions, and the DNA
was analyzed and quantiﬁed by NanoDrop ND-1000 (PEQ-
LAB Biotechnology, Erlangen, Germany).
Mutation Analysis
For the analysis of EGFR mutations, exons 3, 18, 19,
and 21 were directly sequenced by the Sanger method.
Accordingly, exons 9, 10, 12, and 13 of PIK3R1, and exons
7, 9, 12 and 14 of FGFR2 were analyzed by Sanger sequenc-
ing. Primer sequences are listed in Table 2, and polymerase
chain reaction conditions can be obtained from the authors.
Hotspot mutations of HRAS, KRAS, and NRAS were ana-
lyzed using a modiﬁed highly sensitive RAS SNaPshot mul-
tiplex assay.26 Set 1 covers the following base positions: 34,
35, 37, 181, and 182 of HRAS; 34, 35, and 181 of KRAS; and
34 and 182 of NRAS. Set 2 covers the following base posi-
tions: 38 and 183 of HRAS; 37, 38, 182, and 183 of KRAS;
35, 37, 38, 180, 181, and 183 of NRAS. Each detected muta-




We analyzed 58 SKs for EGFR mutations in exons 3, 18,
19, and 21. Exon 3 was sequenced because we identiﬁed a point
mutation in this exon in 1 SK of a previous study.4 Exons 18,
19, and 21 contain the most frequent EGFR mutations in cancer
according to the COSMIC database (http://www.sanger.ac.uk/
genetics/CGP/cosmic/). An EGFR mutation was detected only
in 1 of the 58 (2%) SKs. This c.2573T.G (p.L858R) mutation
(Fig. 1) occurred in exon 21 and has not been described in SK
before. Three further SKs analyzed from the same patient did
not reveal this substitution, indicating a somatic mutation.
FGFR2
FGFR3 mutations in human SK are almost exclusively
found at hotspot loci. The same FGFR3 mutations have been
reported in malignant tumors and in the germline in develop-
mental disorders. These FGFR3 hotspot mutations obviously
provide a selective advantage because of their high activation
potential of the dependent signaling pathways.27 In analogy to
FGFR3, we focused on the most frequent mutations reported
in the FGFR2 gene in cancer and developmental disorders.
These mutations are preferentially localized in exons 7, 9, 12,
and 14 of FGFR2. However, direct sequencing of these exons
revealed no FGFR2 mutations in 58 SKs.
PIK3R1
According to previous reports, PIK3R1 mutations in
human cancer were localized in exons 9, 10, 12, and 13.
We therefore screened for PIK3R1 mutations in human SK
sequencing these exons. A single nucleotide change
(c.1176C.T; p.F392F) in exon 9 was found in all 4 SKs of
patient 5, which did not result in an exchange of the amino
acid. The presence of this single nucleotide change in all
analyzed SK of 1 patient suggests that it represents a germline
single nucleotide polymorphism. It is unknown whether this
polymorphism is of functional relevance. We detected no
somatic PIK3R1 mutations in the analyzed SK.
HRAS, KRAS, and NRAS
A highly sensitive modiﬁed SNaPshot multiplex assay
was used to analyze hotspot mutations of HRAS, KRAS, and
NRAS. RAS mutations were found in 5of the 58 (9%) SKs
(Table 1; Fig. 1). Two SKs showed the HRAS c.37G.C
(p.G13R) mutation. Both mutations were somatic because the
other SKs of these patients did not reveal this mutation. The
HRAS c.182A.T (p.Q61L) mutation was present in 2 SKs.
Further SKs of these patients did not reveal the mutation, thus
conﬁrming its somatic character. Both the HRAS p.G13R and
the p.Q61L mutation have not been reported in human SK
previously. We furthermore identiﬁed a KRAS c.35G.T
(p.G12V) mutation in 1 SK. Like the HRAS mutations, this
mutation was somatic because 3 further SKs of the same
patient showed a wild-type sequence at KRAS codon 12. No
NRAS mutations were detected in this study.
DISCUSSION
Oncogenic mutations result in a constitutive activation
of signaling pathways independent from the presence of
stimulating factors such as ligands. These mutations are
therefore referred to as a “hallmark” of cancer.28 Interestingly,
the same oncogenic mutations found in cancer can be present
in benign tumors. Oncogenic BRAF mutations, for example,
are found both in benign melanocytic nevi and in malignant
melanoma.29,30 Although some melanocytic nevi may show
a progression to malignant melanoma, most will remain
benign because of oncogene-induced senescence.31 SKs are
also benign skin tumors lacking a relevant malignant poten-
tial. Despite this benign character, they can show multiple
oncogenic mutations, and in a previous study, almost 50%
of the tumors revealed the presence of 2 oncogenic mutations
in different genes.4 In contrast to melanocytic nevi, oncogene-
induced senescence is obviously not involved in human
SK.4,32 These data suggest that oncogenic mutations are not
sufﬁcient to cause progression and malignancy,33,34 although
they may act as driver mutations when the malignant tumor is
already established. The latter is observed in metastasized
BRAF mutant malignant melanoma, which is responsive to
a highly speciﬁc inhibition of activating BRAF mutations.35
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TABLE 1. Analysis of EGFR, RAS, PIK3R1, and FGFR2 Mutations in SK
No. Histological Subtype Sex Age (yrs) Localization EGFR RAS PIK3R1 FGFR2
1 Acanthotic M 44 Head wt wt wt wt
2 Acanthotic Head wt wt wt wt
3 Acanthotic Shoulder wt wt wt wt
4 Acanthotic Back wt wt wt wt
5 Acanthotic Shoulder wt wt wt wt
6 Acanthotic M 73 Abdomen wt wt wt wt
7 Acanthotic Back wt wt wt wt
8 Acanthotic Back wt HRAS c.37G.C wt wt
9 Acanthotic Shoulder wt wt wt wt
10 Acanthotic Abdomen wt wt wt wt
11 Acanthotic Shoulder wt wt wt wt
12 Acanthotic Back wt wt wt wt
13 Acanthotic Back wt wt wt wt
14 Acanthotic Back wt wt wt wt
15 Acanthotic Back wt wt wt wt
16 Acanthotic F 67 Chest wt wt wt wt
17 Acanthotic Chest wt wt wt wt
18 Acanthotic Chest wt HRAS c.37G.C wt wt
19 Acanthotic Shoulder c.2573T.G wt wt wt
20 Acanthotic M 86 back wt wt wt wt
21 Acanthotic Back wt wt wt wt
22 Acanthotic Back wt wt wt wt
23 Acanthotic Back wt wt wt wt
24 Acanthotic F 64 Shoulder wt wt c.1176C.T wt
25 Acanthotic Shoulder wt wt c.1176C.T wt
26 Acanthotic Back wt wt c.1176C.T wt
27 Acanthotic Shoulder wt wt c.1176C.T wt
28 Acanthotic F 84 Shoulder wt wt wt wt
29 Acanthotic Back wt wt wt wt
30 Acanthotic Shoulder wt wt wt wt
31 Acanthotic Back wt wt wt wt
32 Acanthotic M 72 Shoulder wt wt wt wt
33 Acanthotic Abdomen wt wt wt wt
34 Acanthotic Chest wt wt wt wt
35 Hyperkeratotic Back wt HRAS c.182A.T wt wt
36 Acanthotic F 86 Abdomen wt wt wt wt
37 Acanthotic Chest wt wt wt wt
38 Acanthotic Shoulder wt wt wt wt
39 Acanthotic Head wt wt wt wt
40 Acanthotic F 40 Chest wt wt wt wt
41 Acanthotic Chest wt wt wt wt
42 Acanthotic M 70 Back wt wt wt wt
43 Acanthotic M 66 Back wt wt wt wt
44 Acanthotic Shoulder wt wt wt wt
45 Acanthotic Abdomen wt wt wt wt
46 Acanthotic Abdomen wt wt wt wt
47 Acanthotic F 75 Abdomen wt wt wt wt
48 Acanthotic Back wt wt wt wt
49 Acanthotic Shoulder wt HRAS c.182A.T wt wt
50 Acanthotic Shoulder wt wt wt wt
51 Acanthotic M 77 Shoulder wt wt wt wt
52 Acanthotic Back wt KRAS c.35G.T wt wt
53 Acanthotic Back wt wt wt wt
(continued on next page )
Am J Dermatopathol  Volume 36, Number 8, August 2014 Low Incidence of EGFR, HRAS, and KRAS Mutations
 2013 Lippincott Williams & Wilkins www.amjdermatopathology.com | 637
The detailed mechanisms preventing malignant pro-
gression of SK are unknown, but the lack of genetic
instability and the absence of alterations in tumor suppressor
genes might play an important role. Using array comparative
genomic hybridization, SK revealed a profound genomic
stability.4 Another study reported also no chromosomal
imbalances in human SK by conventional comparative geno-
mic hybridization.36 SKs did not show mutations in the tumor
suppressor genes TSC1 and PTEN.4 Furthermore, SK
revealed absent or weak expression of the DNA damage
response protein 53BP1, which correlates with genomic insta-
bility, in contrast to actinic keratosis, Morbus Bowen, basal
cell carcinoma, and squamous cell carcinoma.37 Taken
together, these data support the hypothesis that oncogenic
mutations in SK provide a limited proliferation advantage
for the affected keratinocytes, but the genomic stability pre-
vents malignant progression, invasion, and metastasis. Some
oncogenic mutations may occur already during embryogene-
sis, resulting in a mosaicism of mutant and wild-type cells.
These mutations can result in benign proliferative lesions
such as epidermal nevi but also predispose to cancer such
as urothelial carcinoma, depending on the affected cell types
and tissues.38
SKs represent a perfect model to study the presence and
function of oncogenic mutations in benign tumors because of
their easy accessibility and high prevalence in man. The
objective of the present study was to identify new oncogenic
mutations in human SK. Previous studies identiﬁed mutations
activating the RAS-RAF-MAPK and PI3K-AKT signaling
pathways in human SK. Receptor tyrosine kinases such as
EGFR are localized upstream of these signaling pathways.
Genetic aberrations of EGFR have been described in several
malignant tumors including breast cancer,39 non–small cell
lung cancer,40,41 glioblastoma,42 colorectal cancer,43 prostate
cancer,44 epithelial ovarian cancer,45 squamous cell carcinoma
of the skin,46 and other neoplasms. Most mutations are local-
ized in exons 18, 19, and 21. The frequency of EGFR muta-
tions in benign tumors is only marginally known. Our
previous study suggested the occurrence of EGFR mutations
in SK, but not all hotspot loci within the EGFR gene were
covered by the used OncoCarta assay. This study demon-
strated an activating EGFR p.L858R mutation in 1 SK, which
has not yet been described in a benign tumor. According to
recent reports, this point mutation represents one of the most
frequent EGFR mutations in a wide range of malignant
tumors, including lung cancer, esophageal squamous cell
carcinoma, and breast carcinoma. It seems to be essential
for suppression of proapoptotic signals in cancers harboring
the mutation.47,48 Of note, in contrast to our recent study of
175 SKs from Spanish and German patients,4 we could not
ﬁnd further EGFR mutations in exon 3. Our results indicate
that EGFR mutations occur rarely in human SK. Because the
majority of SK in our study were of the acanthotic subtype,
a distinct distribution of the mutations in other subtypes can
be not excluded.
Somatic RAS mutations are present in approximately
30% of human tumors.49 They occur in a variety of malignant
tumors such as pancreatic ductal adenocarcinoma,50 stomach
cancer,51 colorectal cancer, gallbladder cancer,52 non–small
cell lung cancer,53 hepatocellular carcinoma,54 bladder can-
cer,26 cervical carcinoma, and pleomorphic adenomas of the
salivary glands,55 but have also been identiﬁed in benign
lesions such as keratoacanthoma,56 melanocytic nevus,4,57,58
keratinocytic epidermal nevus,38,59,60 and nevus sebaceous.61
In human SK, KRAS and HRAS mutations have been reported
previously.4 KRAS mutations were found in 20% of SK and
HRAS mutations in 3% of SK. Because these analyses were
partially restricted to a subset of SK, we screened for addi-
tional mutations in HRAS, KRAS, and NRAS genes using
a highly sensitive SNaPshot multiplex assay. RAS mutations
were detected in 5 of the 58 (9%) SK. A KRAS mutation was
identiﬁed only in 1 SK, therefore being less frequent than in
the previous study. This KRAS p.G12V mutation is frequently
found in malignant tumors of the pancreas, lung, ovary, and
biliary tract according to COSMIC database. Of note, the
KRAS p.G12V mutation was also detected in non-melanoma
skin cancer (basal cell carcinoma and squamous cell carci-
noma).62 Furthermore, this mutation was already identiﬁed in
human SK of our previous study.4 NRAS mutations were
absent both in the SK of this study and of our previous study.4
The ﬁndings suggest that NRAS hotspot mutations do not
have a major role in the pathogenesis of human SK. In con-
trast, NRAS mutations have been identiﬁed in keratinocytic
epidermal nevi, which are histopathologically very similar to
SK,59 albeit at a low frequency. We identiﬁed 4 of the 58
(7%) HRAS mutations. These mutations were more frequent
than in our previous study.4 Both the p.G13R and the p.Q61L
HRAS mutations have not been reported in human SK before.
The HRAS p.G13R mutation has been described in several
human cancers including thyroid carcinoma, squamous cell
carcinoma, bladder cancer, kidney cancer, and prostate cancer
according to the COSMIC database, and represents the most
TABLE 1. (Continued ) Analysis of EGFR, RAS, PIK3R1, and FGFR2 Mutations in SK
No. Histological Subtype Sex Age (yrs) Localization EGFR RAS PIK3R1 FGFR2
54 Acanthotic Abdomen wt wt wt wt
55 Hyperkeratotic M 83 Chest wt wt wt wt
56 Hyperkeratotic Chest wt wt wt wt
57 Hyperkeratotic Shoulder wt wt wt wt
58 Acanthotic Shoulder wt wt wt wt
All codons of FGFR2 are numbered according to the open reading frame of the FGFR2 IIIb isoform.
Age, age at the time of the SK curettage; M, male; F, female; wt, wild-type.
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TABLE 2. Primer Sequences
Primer Sequence (50.30) Fwd
Size
(bp) Sequence (30.50) Rev
Size
(bp)
EGFR exon 3 ATGTCCTCATTGCCCTCAAC 20 AGCTCCTTCAGTCCGGTTTT 20
EGFR exon 18 Outer primer: GCATGGTGAGGGCTGA
GGTGA
21 Outer primer: CCCCACCAGACCATGAG
AGGC
21
EGFR exon 18 Inner primer: ACCCTTGTCTCTGTGTTCTT
GTCCC
25 Inner primer: GCCCAGCCCAGAGGCCTGTG 20
EGFR exon 19 Outer primer: TGCCAGTTAACGTCTTCCTTC 21 Outer primer: CCACACAGCAAAGCAGAAAC 20
EGFR exon 19 Inner primer: AACGTCTTCCTTCTCTCTCTG 21 Inner primer: CCACACAGCAAAGCAGAAAC 20
EGFR exon 21 Outer primer: AGCTTCTTCCCATGATGATC
TGTCC
25 Outer primer: GGCAGCCTGGTCCCTGGTGTC 21
EGFR exon 21 Inner primer: TCCCATGATGATCTGTCCC
TCACA
24 Inner primer: CAGGAAAATGCTGGCTGACCT
AAAG
25
PIK3R1 exon 9 GGGTTTTGGGCTGATATTAAA 21 TGTCTAAACATCGTAACTGGATAATTC 27
PIK3R1 exon 10 TTTGATTAAATACCTTATCCATTGAA 26 CCCCACCTCATTCGTAAAAA 20
PIK3R1 exon 12 TACCCAGATAATAACAAATACGTTTC 26 TTCATGTATAGGATTCCATTTCAA 24
PIK3R1 exon 12/13 CAGTAGAAGAAGATTGGAAGAAGACTTG 28 CTGCTATCACCATCTTTAGTAACTACTTAC 30
FGFR2 exon 7 GGTCTCTCATTCTCCCATCCC 21 CCAACAGGAAATCAAAGAACC 21
FGFR2 exon 7 (codon 310) GTGGTCGGAGGAGACGTAGA 20
FGFR2 exon 7 (codon 252) TTCAAAGGTGTCAGCCAGCAG 21 CCTTGCAGACAAACTCTACGTCTC 24
FGFR2 exon 9 TGGCCTGCTTATCTGTTCCT 20 GGTCATGGGGGAGGAGTAAA 20
FGFR2 exon 12 GCTGCCCATGAGTTAGAGGA 20 TATTTGGGCGAATGCAGTTT 20
FGFR2 exon 14 CTTTTTGTTCTGGCGGTGTT 20 CCACTGTGTTACTGCCATCG 20
Multiplex PCR primer HRAS exon 1 CAGGAGACCCTGTAGGAGG 19 TCGTCCACAAAATGGTTCTG 20
Multiplex PCR primer HRAS exon 2 GGAGACGTGCCTGTTGGA 18 GGTGGATGTCCTCAAAAGAC 20
SNaPshot Primer Set 1 HRAS pos 34 fwd T17 CTGGTGGTGGTGGGCGCC 35
SNaPshot primer set 1 HRAS pos 182 rev T18 GCATGGCGCTGTACTCCTCC 38
SNaPshot primer set 1 HRAS pos 35 rev T31 CGCACTCTTGCCCACACCG 50
SNaPshot primer set 1 HRAS pos 181 fwd T46 CATCCTGGATACCGCCGGC 65
SNaPshot primer set 1 HRAS pos 37 rev T55 CAGCGCACTCTTGCCCACAC 75
SNaPshot primer set 2 HRAS pos 183 fwd T62 CCTGGATACCGCCGGCCA 80
SNaPshot primer set 2 HRAS pos 38 rev 1 T64 GTCAGCGCACTCTTGCCCACA 85
Multiplex PCR primer KRAS exon 1 GGCCTGCTGAAAATGACTG 19 GGTCCTGCACCAGTAATATG 20
Multiplex PCR primer KRAS exon 2 CCAGACTGTGTTTCTCCCTT 20 CACAAAGAAAGCCCTCCCCA 20
SNaPshot primer set1 KRAS pos 34 rev T25 GGCACTCTTGCCTACGCCAC 45
SNaPshot primer set 1 KRAS pos 181 rev T41 CTCATTGCACTGTACTCCTCTT 63
SNaPshot primer set 1 KRAS pos 35 fwd T49 AACTTGTGGTAGTTGGAGCTG 70
SNaPshot primer set 2 KRAS pos 37 rev T15 CAAGGCACTCTTGCCTACGC 35
SNaPshot primer set 2 KRAS pos 183 rev T29 CCTCATTGCACTGTACTCCTC 50
SNaPshot primer set 2 KRAS pos 38 fwd T33 CTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTG 55
SNaPshot primer set 2 KRAS pos 182 fwd T56 ATTCTCGACACAGCAGGTC 75
Multiplex PCR primer NRAS exon 1 GGTGTGAAATGACTGAGTAC 20 GGGCCTCACCTCTATGGTG 19
Multiplex PCR primer NRAS exon 2 GGTGAAACCTGTTTGTTGGA 20 ATACACAGAGGAAGCCTTCG 20
SNaPshot primer Set 1 NRAS pos 182 fwd T33 GACATACTGGATACAGCTGGAC 55
SNaPshot primer set 1 NRAS pos 34 fwd T62 CTGGTGGTGGTTGGAGCA 80
SNaPshot primer set 2 NRAS pos 181 rev T18 CTCATGGCACTGTACTCTTCTT 40
SNaPshot primer set 2 NRAS pos 37 fwd T26 GGTGGTGGTTGGAGCAGGT 45
SNaPshot primer set 2 NRAS pos 183 rev T38 CTCTCATGGCACTGTACTCTTC 60
SNaPshot primer set 2 NRAS pos 38 rev T44 GTCAGTGCGCTTTTCCCAACA 65
SNaPshot primer set 2 NRAS pos 180 fwd T49 GGACATACTGGATACAGCTGG 70
SNaPshot primer set 2 NRAS pos 35 fwd T71 CTGGTGGTGGTTGGAGCAG 90
fwd, forward; PCR, polymerase chain reaction; pos, position; rev, reverse.
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frequent mutation in nevus sebaceous.61 The HRAS p.Q61L
mutation is already known from malignant melanoma, squa-
mous cell carcinoma, prostate carcinoma, urothelial carci-
noma, and lung cancer.
The ﬁbroblast growth factor receptor gene family is an
important key regulator for early embryonic development,
morphogenesis, angiogenesis, wound healing, and tumori-
genesis.63,64 Gain-of-function FGFR3 mutations have been
identiﬁed in a variety of benign and malignant tumors, includ-
ing multiple myeloma, carcinoma of the urinary bladder, cer-
vical carcinoma,65 epidermal nevus,27,66,67 and SK.2,4,27,66,68–72
In contrast to malignant tumors, its activation in SK does not
induce a typical oncogenic signal in keratinocytes.32 Because
FGFR2 and FGFR3 share 65% of their sequence,10 we
assumed that FGFR2 might also play a signiﬁcant role in
the pathogenesis of SK. However, we could not detect any
FGFR2 mutations in SK, suggesting that activating mutations
of this receptor are not signiﬁcantly involved in the pathogen-
esis of human SK. Likewise, PIK3R1 mutations obviously do
not mainly contribute to SK development, in contrast to
PIK3CA mutations, which are found in up to 50% of SK.
These ﬁndings suggest that mutations in the catalytic subunit
but not in the regulatory subunit of PI3K are relevant for the
pathogenesis of these benign epidermal tumors.
In conclusion, our results show that HRAS, KRAS, and
EGFR mutations are involved in the pathogenesis of human
SK, although considerably less frequent than FGFR3 and
PIK3CA mutations. These ﬁndings further substantiate pre-
vious reports that benign human SK harbor multiple bona ﬁde
oncogenic mutations known from human cancer.
FIGURE 1. EGFR and RAS gene mu-
tations in SK. A, The heterozygous
EGFR c.2573T.G mutation (arrow)
was detected in SK sample 19,
resulting in a p.L858R substitution
within the tyrosine kinase domain of
EGFR. A wild-type control is shown
below. B, The heterozygous HRAS
c.182A.T (p.Q61L) mutation
(arrow) was found in SK sample 35
by a SNaPshot multiplex assay. An
example of a wild-type sequence at
this position is shown below. C, The
heterozygous HRAS c.37G.C
(p.G13R) mutation (arrow) was
detected in SK sample 18 by
a SNaPshot multiplex assay. An
example of a wild-type sequence at
this position is shown below. D,
Sample 52 displays the heterozy-
gous KRAS c.35G.T (p.G12V)
mutation (arrow) using a SNaPshot
multiplex assay. An example of
a wild-type sequence at this position
is shown below.
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